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MABP  artériás középnyomás (mean arterial blood pressure) 
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  activating polypeptide) 
PARP  Poly-(ADP-ribose) polymerase 
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sem  átlag szórása („standard error of mean”)
 
SBDP  spectrin degradációs termék (spectrin breakdown product) 
TAI  traumás axonkárosodás (traumatic axonal injury; a DAI állatkísérletes  
  megfelelıje) 
TNF  tumor nekrózis faktor 
TSA  tyramide-jelfelerısítés (tyramide signal amplification) 
UC  ultrastrukturális kompakció (ultrastructural compaction) 
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BEVEZETÉS  
Az elsı négy életévtizedben súlyos koponyasérülésben hal meg a legtöbb ember. Tíz éven 
belül várhatóan az egész világon ez lesz a három leggyakoribb halálok egyike, ugyanakkor a 
közvélemény, sıt, az egészségügyi ellátó rendszerek sem vesznek kellı tudomást a kórkép 
jelentıségérıl; nem véletlen a baljós hangzatú elnevezés: „the silent epidemic”, azaz „a 
csöndes járvány”.  
A sérültek általában az aktív populációból kikerülı, munkaképes fiatalok, akiknek 
halála nemcsak családjukra, hanem a társadalom egészére is óriási terhet ró. Az Egyesült 
Államokból (USA) származó adatok szerint egy évben közel 50 milliárd USA dollárt tesznek 
ki a koponyasérültek ellátására fordított közvetett és közvetlen költségek, többet, mint az 
őrkutatási hivatal /”NASA”/ teljes évi költségvetése. A fiatal életek megmentésével megırzött 
munkaképes évek ugyanakkor jól magyarázzák, miért számít a súlyos koponyasérültek 
korszerő ellátása az egyik leg-költséghatékonyabb orvosi tevékenységnek. 
E disszertáció szerzıje 1997-ben ösztöndíjasként került a richmondi egyetemre, a 
diffúz agysérülés kutatásának akkori központjába, a koponyasérültek ellátására vonatkozó 
irányelvek születésének egyik helyszínére. Itt szembesült azzal, hogyan alakíthatja át az 
orvosi döntéshozatalt a patofiziológiai megközelítés és a tudományos bizonyítékokon alapuló 
orvoslás elveinek következetes alkalmazása.  
Hazatérve még nyilvánvalóbbá vált számára az ellentét az akut súlyos agysérülés 
reménytelensége és a terápiás eszköztár illetve döntések korlátozottsága közt. E helyzetben 
nem volt más választása, mint legjobb tudása szerint munkálkodni e korlátok áttörésén.   
Jelen disszertáció természeténél fogva csak szők területérıl szól annak a tíz éves munkának, 
melynek eredményeként Kelet Európában elsıként, akkreditált neurotraumatológiai kísérletes 
modelleket és a fiziológiai paraméterek monitorozását bevezetve, sikerült apró, de lényeges 
kérdések megválaszolásával hozzájárulni a dollár milliókból mőködı nagy kutatóközpontok 
eredményeihez. Eközben hosszabb-rövidebb tanulmányútra 4 munkatárs került ki az Egyesült 
Államokba, közülük ketten dolgoznak ismét Magyarországon. A laboratórium hazai, ETT és 
OTKA források mellett NIH-Fogarty támogatást kapott. 
Amirıl a dolgozat természeténél fogva alig tehet említést, az a súlyos koponyasérültek 
ellátásának megreformálására tett erıfeszítések. Szerzı és néhány elhivatott munkatársa 
elsıként szembesítette a döntéshozókat és az ellátókat a honi koponyasérült-ellátás 
katasztrofális eredményeivel és körülményeivel. A munkacsoport Markusovszky emléklapot 
kapott, az idegsebészeti szakmai kollégium pedig az eredmények alapján dolgozhatta ki a 
hazai ellátási irányelveket. E tevékenységnek alig van tudomány-mérési módszerekkel 
               dc_14_10
 10 
kifejezhetı, „peer reviewed” közlésre méltó eredménye: közel 30 továbbképzı elıadás, a 
prehospitális irányelvek fordítása és közzététele, a kórházi ellátási irányelvek szerkesztése, 
ellátás-auditálási programok szervezése, a magyarországi ATLS-képzésben egyedüli 
idegsebészként történı részvétel és az egyetlen hazai neurotraumatológiai, immár több mint 
350 súlyos koponyasérült adatait magában foglaló adatbank és után-követési rendszer képezi 
fı állomásait.  
A módszeresen épített külkapcsolatok nemcsak az alapító társszervezıként jegyzett 
eddigi öt Pannon Symposiumban, vagy az USA Védelmi Minisztérium kutatási 
támogatásában gyümölcsöztek, de elsıként Hazánkban az agyszöveti oxigenizáció és 
hımérséklet, valamint a keringés mérésére szolgáló monitorok rendszeres alkalmazásának 
alapjait is sikerült megteremteni (Licox és Hemedex); a COSBID programban a 
koponyasérültek csík-elektródos EEG monitorozásának kutatási programjához is csatlakozott 
a munkacsoport.   
Patetikus kérdés, hogy ment-e a fenti tevékenység eredményeként a koponyasérültek 
ellátása elıbbre Magyarországon? Annyi bizonyos, hogy a tudományos bizonyítékon alapuló 
irányelvek alkalmazása hosszútávon megkerülhetetlen eleme lett az ellátásnak. 
Az ellátás racionális szervezése és az irányelvek bevezetése megfelezte a súlyos 
koponyasérültek nyugati országokban mért morbiditását és mortalitását; a kutatókon a sor, 
hogy a maradék 15-20% mortalitást csökkentsék. A Hazánkban még mindig 50% feletti 
mortalitás leszorítása az idegsebész klinikus-kutató egyik fı feladata, mindemellett 
megkerülhetetlen az alapkutatási vizsgálatokban történı részvétel is.  
A már említett, richmondi vizsgálatok a diffúz agykárosodás különbözı formái közül 
klinikai és epidemiológiai jelentısége okán kiemelkedı diffúz axonális károsodás 
kóreredetének feltárására koncentráltak s e munka folytatódott a pécsi laboratóriumban.  
A disszertációban összefoglalt kutatások célja a diffúz axonális károsodás kialakulását 
elıidézı fehérjebontó folyamatok, a „nekrotikus” illetve „apoptoticus” kaszkád szerepének 
azonosítása illetve az azt befolyásoló kísérletes terápiás modalitások vizsgálata. A súlyos 
koponyasérültek sürgısségi - és intenzív terápiájában résztvevı idegsebészként a szerzı célja 
továbbá az alapkutatási vizsgálatok eredményeként azonosított fehérjebontó folyamatok 
„tettenérése” a sérült emberi agyban illetve klinikai diagnosztikai – neuro-monitorozási 
felhasználásuk megalapozása abban a reményben, hogy a fehérjebontó folyamatok követése 
segítheti a terápia hatékonyságának megítélését, a prognózis becslését és a kezelés 
individualizálását. 
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1. IRODALMI ÁTTEKINTÉS  
 
1.1. Súlyos koponyasérülés –epidemiológiai adatok 
 
A globális fejlıdés eredményeként elterjedı motorizáció arányával párhuzamosan, 
folyamatosan emelkedik a baleset okozta agysérülés elıfordulása, mely a fejlett ipari 
országok 40 év alatti lakossága körében a vezetı halálokot képezi. A WHO felmérései szerint 
10 millió baleseti agysérülésbıl bekövetkezı haláleset, vagy kórházi ápolás történik 
világszerte minden évben; a világon 57 millió ember szenvedett élete során legalább egyszer 
traumás agysérülést, s a kórkép 2020-ra várhatóan a világon a harmadik leggyakoribb halálok 
lesz128, 170. A National Institute of Health (NIH) felmérése szerint az Amerikai Egyesült 
Államokban (USA) 1.4 millió baleseti agysérülés történik évente, melybıl 50 000 halálos 
kimenetelő, 235 000 igényel kórházi kezelést, és 5.3 millió ember él koponyasérülésre 
visszavezethetı tartós egészségkárosodással128. Követéses vizsgálatok igazolták, hogy a 
baleset után 1-3 évvel a normál populációhoz képest a baleseti agysérülést szenvedettek 
körében csaknem kétszeres esély van alkohol-abúzus kialakulására, míg 11-szeres epilepszia, 
7.5-szörös halál, 1.5-szörös depresszió, illetve 2.3-4.5-szörös Alzheimer kór  
elıfordulására103, 105, 204.  
Az elsı hazai epidemiológiai vizsgálat 1997-ben önbevallásos kérdıíves módszerrel készült 
és évi 2000 súlyos koponyasérültet (a Glasgow Kóma Skála (GCS) érték 9 alatt) 
valószínősített, 42%-os halálozással.  
Ezen adatbázis eredményeit felhasználva munkacsoportunk 2003-ban a subdurális 
vérzést szenvedett betegeknél regisztrált a nemzetközi adatokhoz képest közel kétszeres 
halálozást232, majd 2007-ben a hat évvel korábbi országos prospektív felmérés megdöbbentı 
adatait ismertettük, mely szerint a kórházi halálozás a fenti betegcsoportban meghaladja az 
54%-ot, amely az évi 14 000-re becsült számú koponyasérült 9%-át kitevı súlyos eseteket 
tekintve közel 700 halálesetet jelent évente. Ráadásul a túlélık közül az elbocsátáskor 40% 
tartós vegetatív állapotú, vagy súlyos maradványtüneteket mutat, ami szintén jóval magasabb, 
mint a nemzetközi irodalomból ismert hasonló adatok. Az akut ellátást túlélıknek csak 45%-a 
gyógyul enyhe maradványtünetekkel vagy maradványtünetek nélkül. A túlélık hosszú távú 
életminıségét elemzı vizsgálatok folyamatban vannak, de becslések szerint hazánkban 
közülük csak minden negyedik illeszkedhet vissza a társadalomba47. 
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1.2. A koponya/agysérülések osztályozása  
A koponya-agysérülések osztályozása éppen a kórkép összetett volta miatt több szempont 
szerint történhet, e tudományos igényő összefoglaló mőben –annak alkalmazott kutatási 
jellegő témája miatt is – szerzı a klinikai szempontból legrelevánsabb csoportosítást teszi 
közzé28,89. 
1.2.1. Osztályozás az intracraniális fertızés valószínősége alapján 
A koponyasérülések e klasszikus felosztása, melyben az agyvíz-tér megnyílása, az esetleges 
agyvízcsorgás (liquorrhoea), és a következményes meningoencephalitis kialakulásának 
lehetısége alapján nyílt és zárt sérüléseket különböztethetünk meg az antibiotikumok 
alkalmazása óta veszített jelentıségébıl1. A nyílt sérülések lehetnek penetráló, azaz a 
koponyacsontot és az agyburkokat átszakító sérülések, illetve az agyvíz-tér és a külvilág 
indirekt közlekedését eredményezık, ha a koponyaalap törése esetén légtartalmú melléküreg 
nyílik meg (pl. frontobazális törés esetén a sinus frontális, laterobazális törés esetén a dobüreg, 
a mastoid sejtek).       
1.2.2. Patoanatómiai felosztás 
A patoanatómiai illetve képalkotó vizsgálatokkal megjeleníthetı elváltozások két fı formája a 
gócos (fokális) illetve az ép agyszövetben elszórtan elıforduló (diffúz) agysérülés, utóbbi 
képezi ezen értekezés fı témáját. Elıbbit elsısorban statikus, vagy egy pontban ható, 
úgynevezett impakt típusú, míg utóbbit döntıen dinamikus, gyorsulásos-lassulásos erıbehatás 
hozza létre (1.táblázat). Mivel a balesetek gyakran a fenti erık együttes jelentkezésével járnak, 
a két kórforma a sérültek túlnyomó többségében egyidejőleg fordul elı. 
    A fokális sérülések fıbb típusai: epidurális vérzés, subdurális vérzés, contusiós állományi 
vérzés, és az azzal járó traumás subarachnoideális vérzés. A diffúz agysérülés altípusai: 
(diffúz) vasculáris sérülés, hypoxiás agysérülés, agyduzzadás, axonális károsodás, neuron 
károsodás. 
1.2.3. Patobiológiai felosztás 
A sérült a trauma pillanatában szenvedi el az ún. elsıdleges agysérülést, melynek mértékét és 
jellegét csupán a baleset körülményei, a preventíven alkalmazott eszközök, a sérült alkata és 
helyzete határozza meg, következésképpen e sérüléseket a kezelés nem befolyásolja.  
A sérülés pillanatától azonnal megkezdıdik az ún. másodlagos károsodások kialakulása, 
melyek eredıje az agyi hypoxiában és hypoperfusióban, illetve az eredeti károsodás 
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kiterjedésének növekedésében nyilvánul meg. Tudományos bizonyítékok alapján tudjuk, hogy 
a (prehospitális) ellátás során észlelt hypoxaemia (90% alatti artériás oxigénsaturatio /SaO2/) 
vagy hypotensio (90 Hgmm alatti systolés vérnyomás) szignifikánsan rontja a kimenetelt27,43. 
1. táblázat. Koponya/agysérülések felosztása a,b 
Típus Fı kiváltó momentum Fı patológiai jellemzı Ok (patoanatómia) 




impakt fokális Diploe/emissariális véna 
sérülése 




Gyorsulás/lassulás>impakt>ismeretlen fokális Hídvéna sérülés 
Traumás 
subarachnoideális vérzés 





Impakt>Gyorsulás/lassulás fokálisc Kérgi (pialis) artéria 
sérülése, agyszöveti 
laceráció 
Diffúz axonkárosodás Gyorsulás/lassulás diffúz Axonkárosodás 
Diffúz neuron 
károsodás 
Gyorsulás/lassulás diffúz Perikaryon károsodás 
Agyduzzadás 
“Brain swelling” 














a Súlyos koponyasérülés, GCS<9 
b A disszertáció szempontjából legrelevánsabb kórképek vastagon szedve  
c Gyakran társul diffúz agyszöveti károsodással 
 
1.2.4. A sérülés súlyosságán alapuló felosztás 
Az elmúlt két évtized tudományos publikációi és az azokon alapuló ellátási irányelvek a 
sérülés súlyosságának megítélését elsısorban a tudatzavar mértékére alapozták; ennek 
fokmérıje a Teasdale és Jennett272 által kidolgozott glasgow-i coma skála (GCS). A GCS 
értékét az agy megfelelıen oxigenizált és vérrel ellátott állapotában kell meghatározni. A skála 
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pontosságát metabolikus zavarok (pl. hypoglykaemiás coma, alkohol-, drog intoxikáció) 
nagyban befolyásolják. Mivel a korszerő ellátás a sérült azonnali szedálását és szükség szerint 
helyszíni intubálását írja elı, a GCS az utóbbi idıben jelentısen vesztett értékébıl, ráadásul 
nyilvánvaló, hogy egy adott GCS-érték hátterében számos, teljességgel eltérı jellegő és 
egészen más kimenetellel jellemezhetı elváltozás állhat226. Mindazonáltal, amíg a sérülést 
követı elsı CT-felvételeken alapuló pontrendszerek (Marshall- és Rotterdam- beosztás108), 
illetve a vérbıl meghatározható, a sérülés súlyosságát és a várható kimenetelt jelzı 
biomarkerek széles körben el nem terjednek, a GCS képezi a közeljövı sérült-osztályozásának 
alapját is. A GCS- érték és klinikai adatok alapján az alábbi sérüléstípusokat különíthetjük el: 
- enyhe sérülés: az eszméletvesztés idıtartama 30 percnél kevesebb, a poszttraumás 
amnézia (PA) legfeljebb néhány órára terjed ki, és a GCS nem kevesebb, mint 13. 
- középsúlyos sérülés: az eszméletvesztés idıtartama kevesebb, mint 6 óra, a PA 
maximum néhány nap, a GCS 9-12 közötti.  
- súlyos sérülés: a GCS 9 alatti.  
Újabban a GCS 13 fokú sérülteket szokás a közepesen súlyos kategóriába sorolni, ugyanis a 
GCS 14 és 15 értékkel jellemezhetı csoportban a kimenetelt a CT kép határozza meg, míg a 
GCS 13-11 csoportban a neurológiai állapot romlása, epilepsziás görcsök, illetve a GCS 10-9 
csoportban a GCS legjobb motoros válasz-értéke a kimenetel szempontjából döntı tényezı46.  
 
1.3. Diffúz agysérülés- diffúz axonkárosodás 
 
Mint a fenit szakaszban részleteztük, a baleseti agysérülések osztályozása során fokális és diffúz 
agysérülést szokás megkülönböztetni, s a két forma társulhat. A diffúz agysérüléseken belül leírt 
négy klasszikus alcsoport, a diffúz axonális károsodás (“diffuse axonal injury/DAI”),  hypoxiás 
agykárosodás (“hypoxic brain damage”), agyduzzadás („brain swelling”) és a rendkívül korán 
halálhoz vezetı, klinikai relevanciával alig rendelkezı diffúz vasculáris sérülés (“diffuse vascular 
injury”) mellett nemrégiben került leírásra a diffúz neuronális károsodás (1.táblázat). A kórképek 
közül klinikai és - éppen ezért – kutatási szempontból a DAI a legnagyobb jelentıségő3.  
E munka elsıdleges tárgya, a DAI típusosan accelerációs-decelerációs mehanizmussal kialakuló, a 
fehérállományt, azon belül is elsısorban a corpus callosumot valamint a hosszúpályák agytörzsi 
szakaszát érintı elváltozás3,5,44,79,80. A koponyatrauma hatására létrejövı axonális elváltozások az 
agy egész állományára kiterjedve, ép axonok között elszórtan figyelhetık meg, egyébként többnyire 
ép szöveti környezetben. A diffúz agysérülések kialakulásában acceleráció-deceleráció hatására 
ébredı nyíróerık játszanak szerepet, amelyek tipikusan motorbicikli-, személygépkocsi-, vagy 
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gázolásos balesetek során fordulnak elı2. A kórkép klinikai megjelenésére a tudatzavart magyarázó 
térfoglaló elváltozás-, vagy metabolikus zavar nélkül fennálló comatosus tudatállapot a jellemzı78,79. 
A CT-n csak kb. 20 %-ban detektálható elváltozás kicsi, petechiális vérzések és/vagy hypodenz 
gócok formájában, elsısorban a szürke- és a fehérállomány határán, illetve a corpus callosumban és a 
hosszú pályák agytörzsi szakaszán44(1.A.ábra).  
A korai stádiumban végzett MRI a CT-nél hatékonyabb az elváltozások kimutatására. A nem-
haemorrhagiás laesiok a T2-súlyozott és a protondenzitású képeken kis, ovális vagy kerek 
hiperintenzív jelek formájában láthatók (1.D.ábra) , míg a vérzéses laesiok centrális területén 
hipodenzitás figyelhetı meg. 
 
 1. ábra. Képalkotó vizsgálatokkal igazolt DAI (sárga nyilak) az agytörzsben a pons és a mesencephalon határán, 
dorsálisan. A CT felvételen minimális hypodenzitás látható baloldalon az agytörzsben (A), az SWI-vizsgálat jól mutatja a 
kiterjedt laesiót, illetve a subcorticalisan a fehérállományban jobboldalon temporálisan megfigyelhetı hasonló elváltozást 
(B). A T1 (C) és FLAIR (D) súlyozott képek is jóval érzékenyebbek,mint a hagyományos CT vizsgálat. 
A B 
C D 
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Ezek az elváltozások a krónikus fázisban nagyon alacsony intenzitású laesiokként jelennek 
meg, mert haemosziderint tartalmaznak46,100. Annak ellenére, hogy a fejlettebb MRI eljárások 
(diffúzió-súlyozott képalkotás, diffúziós tensor képalkotás 3 dimenziós tractográfiával, 
haemogradiens, susceptibility weighted imaging (SWI) (1.B.ábra)) megkönnyítik a 
kimutatását15,130,237, a DAI teljes bizonyossággal még ma is elsısorban szövettani vizsgálattal 
(általában post mortem) diagnosztizálható78,79. 
A nyolcvanas években Gennarelli munkájának köszönhetıen epidemiológiai módszerekkel 
sikerült igazolni, hogy a DAI 50%-ban felelıs a tartós tudatzavarért illetve 35%-ban a 
mortalitásért a nem térfoglaló jellegő agysérülésekben79.  
 
1.3.1. Az axonduzzadás/axonballon-képzıdés jelensége 
A diffúz axonkárosodás jelenségét Strich és munkatársai fedezték fel és írták le, mint a súlyos 
traumás agysérülések gyakori velejáróját. Olyan súlyos koponya-agysérültek poszt-mortem 
vizsgálata során, ahol érdemi fokális sérülést nem találtak, Strich ballonszerő axontágulatokat 
figyelt meg a fehérállományban „normális” axonok között elszórtan, amely tágulatoktól 
disztális axonszakaszon Waller-féle degeneráció és myelin-degradáció volt látható261,262.  
Ezt az axonballon-képzıdést és az azt követı fehérállományi degenerációt Strich a trauma 
pillanatában kialakult azonnali axonszakadás következményének tartotta.  
Hipotézise szerint a baleset során ébredı erık az axon szakadásához, az érintett proximális 
axonvég következményes visszahúzódásához és az axoplazma kiboltosulásához vezetnek, 
létrehozva ezzel a „retrakciós axonballont” a kórkép korai szakaszában (2. ábra); ehhez társul 




Míg Strich a megfigyelt elváltozásokat mint a „fehérállomány diffúz degenerációját” vagy 
„traumás idegrost szakadást” definiálta, a kórkép ma is használatos elnevezését, a „diffúz 
axonális károsodást”, Adams adta2, arra utalva, hogy a károsodott axonok elszórtan, ép 
2. ábra. Tormagyökér- 
peroxidáz jelölt károsodott  
axonok patkányban, két  
órával diffúz agysérülés után.  
A nyíl axonballont, a nyílhegyek 
duzzadtabb, de lefőzıdést nem 
mutató axonszakaszt jelölnek. 
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axonok között az agy egész állományára kiterjedve fordulnak elı. Adams és kollégái 
hangsúlyozták Strich óta elıször, hogy az axonkárosodás a koponyasérülés elsıdleges 
következménye, szemben azon nézetekkel, amelyek az axonális károsodást másodlagos – 
oedéma, hypotensio és/vagy hypoxia következtében kialakult – elváltozásnak tartották88. 
Adams és munkatársai ugyancsak úttörı munkát végeztek a humán diffúz axonkárosodás 
anatómiai lokalizálásában, illetve a klinikai gyakorlatban máig használt súlyosság-
meghatározásban2,3. E szerint a DAI típusosan a féltekei fehérállományban, a corpus 
callosumban, az agytörzsi hosszúpályákban, illetve kisebb gyakorisággal a kisagyban fordul 
elı fokális károsodás nélkül (1-es fokozat) vagy fokális laesiokkal a corpus callosumban (2-es 
fokozat) és a rostralis agytörzsben (3-as fokozat).  
 A kórkép Strich és Adams szerinti patomechanizmusa – azaz, hogy az axonszakadás a 
trauma pillanatában azonnal bekövetkezik és emiatt terápiásan nem befolyásolható – 
évtizedekig elfogadott volt; mindez a kórkép kutatását és kezelését hosszú ideig hátráltatta23.  
A diffúz axonális károsodásnak ugyanakkor mai tudásunk szerint legalább két, morfológiailag 
jól elkülöníthetı megjelenési formája ismert: az axonduzzadás/axonballon-képzıdés és az 
ultrastrukturális (neurofilament) kompakció. A DAI-kutatások kezdetben az axonduzzadás 
vizsgálatára irányultak; az ultrastrukturális kompakció jelensége késıbb került csak 
leírásra194. A klasszikus elképzelés szerint e két morfológiai jelenség kiváltásában ugyanazok 
a tényezık játszanak szerepet, ezáltal ugyanazokat az axonokat érintik; a legújabb nézetek 
szerint azonban – a legtöbb esetben – a kétféle elváltozás két jól-elkülöníthetı axon-
populációban figyelhetı meg (ld. lent)149,259. 
A traumás axonkárosodási vizsgálatok túlnyomó többsége különbözı állatkísérletes 
modelleket alkalmaz a kórkép feltérképezésére és befolyásolásának vizsgálatára. Ezek a 
modellek – természetesen – nem képesek a humán viszonyokat és így a humán DAI teljes 
spektrumát, kiterjedését és idıbeni lefolyását maradéktalanul reprodukálni, ezért helyesebb az 
állatkísérletekben modellezett axonkárosodást traumás axonkárosodásként (traumatic axonal 
injury, TAI) említeni, a DAI kifejezést pedig a humán esetekre fenntartani156. Korlátaik 
ellenére azonban az állatkísérletes modellek egyedülálló mértékben járultak hozzá a humán 
DAI kialakulása alapvetı elemeinek feltérképezéséhez, segítségükkel ugyanis a humán DAI 
számos aspektusa – fokális elváltozásokkal kísérve vagy önmagában – megbízhatóan 
vizsgálható.  
Bár Maxwell és munkatársai fenti, a nevezéktanra vonatkozó érvelésével156 
maradéktalanul egyet értünk, a disszertációban több alkalommal keverednének a TAI-ra 
illetve DAI-ra vonatkozó, gyakran átfedést mutató megjegyzések, ezért az egyszerőség 
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kedvéért e munkában a továbbiakban kizárólag az utóbbi elnevezést/rövidítést kívánjuk 
alkalmazni.) 
Az axonduzzadás/axonballon-képzıdés vizsgálatában áttörést hozott Povlishock és 
munkatársai 1983-ban közölt munkája, amely – szemben a korábban elfogadott elképzeléssel 
– kimutatta, hogy a DAI nem a trauma pillanatában azonnal és véglegesen kialakuló 
axonszakadást jelent, hanem a károsodott axonok döntı többségében egy idıben fokozatosan 
progrediáló folyamatról van szó214 (2. ábra). Azóta ez az elmélet számos állatfajban és 
traumamodellben, valamint humán szövetmintákon is igazolást 
nyert24,26,38,44,57,64,79,81,86,164,194,209-211,213,217,240,242.  
A DAI kialakulásának Povlishock-jegyezte elmélete szerint ezen axonális 
károsodásért elsıdlegesen a középsúlyos illetve a súlyos koponyatrauma által kiváltott 
nyíróerık felelısek, amelyek az axonokban ébredı több, fény- és elektronmikroszkóp 
segítségével vizsgálható kórfolyamatot is elindítanak. Eszerint a károsodott axonszakaszok a 
sérülést követıen azonnal (<5 perc) fokális axolemmális permeabilitási zavart mutatnak 
(„mechanoporáció”), amely folyamatot az szemlélteti és igazolja, hogy a károsodott axonok 
nagy molekulasúlyú anyagokat (pl. tormagyökér-peroxidázt, vagy dextránokat) vesznek fel, 
amelyek az ép axolemmán keresztül az egszséges axonokba illetve neuronokba nem tudnak 
bejutni194,195,215,218,219,259(2. ábra). Az axolemma fokális sérülését egyéb morfológiai jellemzık 
kísérik: mitochondrium duzzadás155,194,195, neurotubulus eltőnés151,153,195, neurofilament-
módosulás111,112,186,195,218,219,255, axonális transzportzavar 218,219,258 mely utóbbi az elıre 
irányuló intraaxonális transzport – egy ponton való – fokális leállásában nyilvánul meg, és az 
ilyen módon szállítódó sejtalkotók illetve egyéb anyagok felhalmozódásához (organellum-
akkumuláció) és következményes axonduzzadáshoz vezet154,156,213,214.  
A traumától eltelt idı elırehaladtával az axonduzzadás egyre nagyobb mértékő lesz, és végül 
az érintett axonszakasz ballon formájában lefőzıdik, létrehozva ezzel a kórkép korai 
leírásaiból ismert proximális axonballonokat, míg a disztális axonszakasz Waller-féle 
degenerációt szenved32,156,210,214,217.  
A DAI-ra jellemzı fenti morfológiai elváltozásokat a humán DAI késıbbi 
tanulmányozása során szintén egytıl egyig leírták22-24,44,81,86,183,240,242. Figyelemre méltó, hogy 
az axonális elváltozások kezdetétıl az axonballon kialakulásáig illetve az axonszakadásig 
eltelt idı a trauma súlyossága- és a vizsgált species függvényében változik; emberben 
tipikusan órákban, napokban mérhetı240,242,292, azaz emberben a kezelésre rendelkezésre álló 
ún. terápiás ablak jóval hosszabb, mint kísérleti állatokban. 
Az axoplazmatikus transzport folyamatának zavarán alapul az axonduzzadás-
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ballonképzıdés kimutatásának módszertana is: a gyors axoplazmatikus transzporttal elıre 
szállított és annak károsodásakor a sérülés helyén felhalmozódó anyagok elleni antitestek 
alkalmazásával végzett immunhisztokémiai módszer. A legelterjedtebb ilyen technika a béta 
amyloid precursor protein (APP) nevő transzport-fehérje felhalmozódásának kimutatása, 
amely viszonylag egyszerő, ezért a DAI diagnózisának legszélesebb körben alkalmazott 
módjává vált81,136,240,242, annak ellenére, hogy a legújabb vizsgálatok szerint valószínőleg 
alulbecsüli a DAI mértékét32,148,259.  
 
1.3.2. Az ultrastrukturális (neurofilament) kompakció (UC, NFC) 
Az axonkárosodás ezen morfológiai változatát két évtizede írták le, összefoglalva az 
intraaxonális citoszkeleton kompakcióját (a neurofilamentumok közötti távolságok lényeges 
csökkenése, neurofilament kompakció, NFC), a mikrotubulusok számának csökkenését és a 
neurofilament-oldalkarok módosulását44,86,111,112,194,218,219,293.  
Kezdetben úgy gondolták, hogy a citoszkeletális elváltozások ugyanazokat az axonokat 
érintik, mint az axonduzzadás/ballonképzıdés. A hipotézis szerint az NFC 
következményeként áll le az axonduzzadáshoz vezetı elıreirányuló intraaxonális 
transzport153,156,194,195,219. Ezt támasztották alá azok a kísérletek is, melyek szerint az 
intraaxonális transzportzavart mutató APP-pozitív axonok és az NFC-t mutató RMO-14-
pozitív axonok ugyanazon anatómiai régiókban fordulnak elı és befolyásolásuk ugyanazon 
kezelési eljárásokkal volt lehetséges31,184,187.  
Mára azonban bebizonyosodott, hogy a DAI két, jól elkülöníthetı morfológiai jellemzıje, 
tehát az axonduzzadás/ballonképzıdés, illetve az NFC két különbözı axonpopulációt érint az 
esetek túlnyomó többségében, és csak kis részben figyelhetı meg egyazon károsodott axonon 
belül, leginkább a lemniscus mediális nagy kaliberő axonjaiban149,259. Az NFC kimutatására a 
közepes mérető NF alegység (NF-M) elleni RMO-14 antitestet alkalmazzák (3.ábra), amely 
az axonális citoszkeleton strukturális átrendezıdése folyamán (a calpain által mediált 
strukturális fehérjebontás következményeként, részletesen lásd késıbb) szabaddá vált NF-M 
„rúd alegység -rod domain”-hez képes kötıdni131,218.  
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Az immunhisztokémiai technikát alkalmazó vizsgálatok legkorábban 15 perccel a 
koponyatrauma kiváltása után tudtak axon-kompakciót kimutatni. Ugyanakkor egy speciális 
ezüstözési eljárással a trauma után azonnal leölt, illetve post mortem koponyatraumát 
szenvedett állatokban is kimutatható egy – hosszú axonszakaszok megvékonyodásával járó – 
argyrophil károsodás, amely fénymikroszkópos megjelenése lehet az NFC-nek74,75. E jelenség 
más megvilágításba helyezi az NFC kialakulásának mechanizmusában feltételezett 
enzimatikus reakciók kizárólagos szerepét, felvetve, hogy a citoszkeletonban tárolt szerkezeti 
energia is képes lehet bizonyos kórfolyamatok elindítására. 
  
1.4. Kalcium  indukálta fehérjebontó folyamatok szerepe az axonkárosodásban 
 
A Ca2+-dependens folyamatok közül az egyik legfontosabb a calpain aktiválódása, amelynek 
számos idegrendszeri kórkép kialakulásában – köztük az utóbbi évek kutatásai alapján a 
traumás agysérülések fokális97,175-177,199-201,208,225 illetve diffúz123,124,224 típusában is – fontos 
szerepe van. A calpain a cisztein proteázok családjába tartozó enzim. Több fajtája ismert, 
ezek közül a calpain-1 vagy µ-calpain és a calpain-2 vagy m-calpain a központi 
idegrendszerben mindenhol elıfordul287. Számos szubsztrátját azonosították (pl. 
citoszkeletális fehérjék)35,42,287, és élettani szerepe van az idegsejt fejlıdés és a szinaptikus 
struktúra kialakításában42, túlmőködése azonban a sejt számára végzetes lehet42,287. Szerepe 
elsısorban a nekrotikus sejthalál kialakulásában nagy jelentıségő, de a legújabb kutatások 
szerint egyes apoptotikus folyamatok során is aktiválódik174.  
Míg a perikaryonokat érintı kórfolyamatok esetében a Ca2+ beáramlás, intraneurális Ca2+-
akkumuláció káros hatása széles körben vizsgált s elfogadott jelenség244,246, addig a Ca2+ indukálta 
proteolytikus folyamatok szerepe az axonok károsodásában korántsem ennyire nyilvánvaló. Az 
axonokon egyrészt nincsenek excitatorikus aminosavak által szabályozott Ca2+ csatornák, másrészt a 
3. ábra. Neurofilamentum ellenes 
antitestek cél-epitópjai.  
A sematikus ábrán jól látható, hogy az 
RMO-14 antitest csak az M-alegység 
oldalkarjának eltőnése (proteolytikus 
hasítás, dekarboxilálódás) esetén képes 
kapcsolódni (Trojanowsky nyomán). 
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feszültség szabályozott csatornák denzitása a myelin hüvellyel borított axonszakaszon rendkívül 
alacsony263,291.  
A klasszikus elméletek szerint az axon károsodásakor a tengelyfonatokra ható nyíróerık 
következtében létrejövı axolemmális permeabilitás változás (ún. mechanoporáció) hatására 
beáramló Ca2+ proteolytikus enzimeket aktiválna, melyek azonnal megtámadják és az axon 
egészében igen rövid idı alatt "megemésztik" a struktúrális fehérjéket10,154,158. Az intraaxonális Ca2+ 
beáramlás in vivo igen nehezen megfogható, ugyanígy a Ca2+ -indukálta proteolytikus folyamatok 
követése is hosszú idın át nehézségekbe ütközött. A Ca2+ aktiválta proteolízis vizsgálatát 
ugyanakkor forradalmasította, hogy Siman és munkatársai olyan immunsavót állítottak elı, mely a 
mikromoláris calpain által hasított alfa-spectrin alegység 150kD molekulasúlyú fragmentumát, egy 
rendkívül stabil, más proteázok által nem képzett fehérjét ismeri fel223,248-250. Immun-
elektronmikroszkópos vizsgálatok a spectrin molekula számos változata közül a neurális formát, a 
két alfa és két béta alegység alkotta "agyi/brain spectrint" vagy fodrint az axoplazmában, a 
citoszkeleton elemeihez kapcsoltan találták meg84,297. A citoszkeletont a spectrin az axoplazmában 
található további elemekhez, fıként mitochondriumokhoz rögzíti, ugyanakkor a mitochondriumok 
felszínén is spectrin “háló” alakul ki. Emellett, mint az axolemma  alatt található subaxolemmális 
hálózat vagy más néven kortikális citoszkeleton, (membrán-szkeleton) alkotóeleme, a spectrin 
ankyrinen keresztül illetve közvetlenül, ún. “non-ankyrin-binding domain”-eken keresztül is 
kapcsolódik integráns membránfehérjékhez54,84. A spectrin részt vesz a szinaptikus vezikulák 
kiürítésében, továbbá a fentiekben ismertetett anatomiai lokalizációjának megfelelıen a membrán 
szerkezeti integritásának elengedhetetlen eleme. Utóbbi szerepére példa a spherocytosis nevő kórkép 
létrejötte, melynek hátterében az erythroid  spectrin szerkezeti hibája áll101,84. A calpain  - fiziológiás 
folyamatokban igazoltan - képes a spectrin hasításával a membrán szerkezetének átalakítására, mint 
például a myoblast fúzió során126.  
Miközben a spectrint a calpain fiziológiás aktivitásának, a limitált strukturális proteolízisnek 
egyik feltételezett szubsztrátjaként azonosították, egyre nagyobb érdeklıdés övezte a calpain 
“túlindukciója”, azaz a patológiás szintő Ca2+-koncentráció okozta enzimaktiválódás következtében 
létrejövı spectrin-lebomlás patofiziologiai szerepét különbözı  
kórképekben12,13,18,40,41,68,84,137,223,248-250,297. 
A fent említett immunsavót felhasználva- calpain-specifikus spectrin fragmentumot (SBDP) találtak 
károsodott perikaryonokban  és nekrotikus környezetben elhelyezkedı axonokban16,17,115,175,225, 
calpain antagonisták adásával pedig az állatok funkcionális felépülése javíthatónak tőnt207,228.  
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Ezek a modellek kivétel nélkül súlyos agy/gerincvelı sérüléssel, kitejedt nekrotikus üreg 
képzıdésével jártak, tehát olyan folyamatokat vizsgáltak, amelyekben a Ca2+ jelentıs mennyiségben 
válik szabaddá és kiterjedt membránkárosodás alakul ki.  
Arról, hogy a diffúz agysérülés során/diffúz agykárosodás kísérletes modelljeiben milyen 
szerepet játszik a a Ca2+-beáramlás indukálta szerkezeti fehérjebontás, a disszertáció alapjául 
szolgáló kísérletektıl vártunk részletes információt.  
A vizsgálatok megkezdése elıtt két feltételezés volt, az egyik szerint „minden vagy semmi” -alapon 
aktiválódva excessive fehérjebontást indukál a Ca2+ -beáramlás153,156, míg más elképezelések szerint 
a DAI-t a permeabilitás-változás alapján elemzı vizsgálatokban a tormagyökér peroxid jelölt, tehát 
permeabilitási zavart szenvedett axonok finomszerkezete túlságosan intakt volt ahhoz, hogy a fenti 
elképzeléseknek megfelelı proteolytikus „ámokfutás” bekövetkezését alátámaszthassa186,194,195. 
 
1.5. Periszomatikus axonkárosodás és diffúz neuronális károsodás 
 
Míg szerzı és munkacsoportja kutatásai elsısorban az agytörzsi, kisebb részben a gerincvelıi 
hosszúpályákban kialakuló DAI vizsgálatára irányultak, más kutatók a periszomatikus 
régióban létrejövı axonkárosodás és a kapcsolódó neuron vizsgálatára irányították 
figyelmüket, illetve arra fókuszáltak, hogy ugyanazok az erık, melyek diffúz axonkárosodást 
váltanak ki, okoznak-e diffúz eloszlásban, egyébként ép szöveti környezetben neuronális 
sérüléseket. E vizsgálatok megállapították, hogy a – várttal ellentétben – a sejttest közelében 
kialakuló axonszakadás nem feltétlenül vezet a neuron gyors halálához, hanem az érintett 
neuronokban a sérülés kiváltása után a mitochondriumok és a citoszkeleton épsége mellett a 
durva endoplazmatikus retikulum /ER/ és a poliriboszómák degranulációja illetve a Golgi 
ciszternák diszperziója megy végbe.  
Immunhisztokémiai (IHC) módszerekkel ezen idegsejtekben a fehérjeszintézis 
átmeneti zavarát igazolták, ami azonban hosszabb idı elteltével sem feltétlenül progrediált, 
számos esetben ugyanis reorganizáció és az ultrastruktúra helyreállítódása volt megfigyelhetı, 
azaz az axonszakadás nem feltétlenül eredményezi a kapcsolódó neuron gyors pusztulását253. 
Ugyanakkor az agytörzsi hosszúpályákban általunk is megfigyelt, idıben elhúzódó 
axonszakadással ellentétben, a periszomatikus régióban (neocortex, thalamus) gyors, (15 
percen belüli) axonszakadás, majd kísérı Waller-féle degeneráció volt megfigyelhetı117. 
Ugyancsak ellentmondó megfigyelés, hogy a hosszúpályákban általunk is igazolt axolemma 
permeabilitási zavar a periszomatikus régióban nem volt igazolható sem axontranszport-
zavart mutató-, sem azt nem mutató axonok körében117.  
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A diffúz koponyatrauma közvetlen neuronális hatásának vizsgálata során Singleton és 
munkatársai számos elváltozást írtak le. Nagy molekulasúlyú anyagokat használva jelölı 
anyagként megállapították, hogy a traumát szenvedett neuronok egy részében az axonokhoz 
hasonlóan sejtmembrán permeabilitási zavar jön létre (azaz az érintett neuronok felveszik az 
ép sejtekbıl a sejthártya által kiszorított tracer-t) a trauma után közvetlenül (mechanoporáció). 
Ez az esetek egy részében gyors – nekrotikus – sejthalálhoz vezet, a permeabilitási zavart 
mutató neuronok egy csoportjában azonban a súlyos sejtkárosodás jelei nem voltak 
egyértelmően megfigyelhetıek. Ugyanezekben az agyi régiókban ugyanakkor sejtmembrán 
permeabilitási zavart nem mutató neuronok is károsodást szenvedtek, ezekben periszomatikus 
axonlaesio vagy axonlaesiotól független stresszreakció volt igazolható szintén súlyos 
ultrastrukturális károsodás nélkül251.  
A trauma pillanatában permeabilitási zavart szenvedett neuronok további vizsgálatával 
az is kiderült, hogy az érintett neuronok egy részében a sejtmembrán helyreállítódik, e 
neuronok ultrastrukturálisan épek maradnak. A neuronok egy másik csoportja csak órákkal a 
trauma után szenved permeabilitás-változást. Meglepı megfigyelés volt, hogy míg axonok 
esetében általunk bizonyítottan a permeabilitás változás együtt jár a calpain aktiválódásával és 
spectrin bontással (calpain-mediált spectrin proteolysis, CMSP), addig a permeabilitási zavart 
szenvedett neuronok csak kis részében figyelhetı meg CMSP, illetve a CMSP-t mutató 
neuronok csak egy részében igazolható membrán károsodás58.  
 
1.6. Mitochondriális károsodás diffúz axonkárosodásban: apoptotikus folyamatok 
aktiválódásának elvi alapjai 
  
A diffúz axonkárosodásra vonatkozó finomszerkezeti vizsgálatok egybehangzó megállapítása volt, 
hogy az axon-sérülés helyén károsodott mitochondriumok szaporodnak fel. Az érintett 
axonszakaszokon már 5 perccel a trauma után ballonszerően duzzadt mitochondriumok jelennek 
meg, melyeknek általában már krisztái sem láthatók. David Okonkwo felismerése volt, hogy e 
jelenség morfológiailag teljesen megfelel a mitochondriális permeabilitási tranziciós pórus kinyílását 
követı végzetes mitochondriális duzzadás képének, azaz valószínőleg az axolemma károsodásának 
hatására kialakuló intraaxonális Ca2+ - akkumuláció további következményének 
tekinthetı44,194,195,216,218,219.  
Maga a permeabilitási tranzíció (“mitochondrial permeability transition”, MPT) jelensége 
fiziológiás, a mitochondriálisan tárolt Ca2+ kiáramlásáért, s így a "Ca2+ indukálta Ca2+ felszabadulás" 
kialakulásáért felelıs244,246,276. Ugyanakkor a pórus "túlaktiválódása" az 1.5 kD molekulasúly alatti 
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anyagok beáramlásához, következményes folyadék-akkumulálódáshoz, a mitochondrium 
duzzadásához, a külsı, kisebb felülető membrán következményes szakadásához s az organellum 
pusztulásához vezet168,246,300. Ez a fajta túlaktiválódás akkor jön létre, amikor a 
citoplazmatikus/axoplazmatikus Ca2+-ból túlkínálat lévén a mitochondrium divalens kationokat 
halmoz fel, ezáltal fokozatosan felborítva a transzmembrán potenciált.  
Hasonlóképp a pórus kinyílását eredményezheti annak calpain által történı részleges proteolytikus 
emésztése6,85.  
A MPT jelenségének kialakulását hatékonyan gátolja a transzplantációs gyakorlatban 
szervkilökıdés gátlására –tartós adagolásban-  használt immunofillin, a cyclosporin A 
(CsA)21,49,70,91,96,125,134,178,235,275,296. Habár a CsA-t korábban trauma modelleken nem alkalmazták, 
több munkacsoport igazolta, hogy a szer alkalmas lehet az ischaemiás eredető neuron-károsodás 
kivédésére a mitochondriumok mőködıképességének fenntartása, s az ionhomeostasis helyreállítása 
révén49,65,70,91,96,134,247,275,277.  
Az MPT jelenségének a DAI kialakulásában játszott szerepe tisztázásához döntıen 
hozzájárult  Okonkwo és Povlishock úttörı jelentıségő kísérlete187, mely igazolta, hogy a CsA 
harminc perccel a trauma elıtt adva képes kivédeni a sérült, tormagyökér peroxidázt akkumuláló 
axonokban a mitochondriális károsodás kialakulását. Túl ezen, huszonnégy órával a trauma után a 
CsA-elıkezelt állatokban a béta-amyloid precurzor proteint halmozó, azaz megszakadt 
axoplazmatikus transzportot mutató, duzzadt axonok denzitása a DAI-nak kitett idegpályákban 
szignifikánsan lecsökkent187. További kísérletek azt is igazolták, hogy a trauma elıtt, illetve után 
intraciszternálisan adott CsA a mitochondrium szerkezeti egységének és funkcionális állapotának 
megırzésén keresztül képes a proteolytikus folyamatoknak az energiaháztartás zavara által elıidézett 
tovaterjedését és felgyorsulását megakadályozni31,184,215. Megfordítva: a mitochondriális károsodás 
befolyásolása kedvezı (gátló) hatással bírt az intraaxonális proteolízisre, valamint a citoszkeletális 
átrendezıdésre.  
A michondriumok integritásának és a lokális energia-homeosztázis fenntartásának a károsodott 
axonok szerkezeti integritásának megırzésében játszott szerepét támasztják alá azok a megfigyelések 
is, melyek a hypothermia-kezelés jótékony (axonoprotektív) hatására vonatkoznak (ld. lent).  
A CsA alkalmazásával nyert megfigyelések tették lehetıvé a DAI patogenesisének 
teljesebb feltárását, tisztázva a mitochondrium direkt károsodása, a mitochondriális 
permeabilitási tranziciós pórus kinyílása és a proteolyticus folyamat kibontakozása közötti 
kapcsolatot. A mitochondriális permeabilitási pórus kinyílása, melyet DAI-ban a CsA-kezelés 
hatékonysága indirekt módon igazolt, továbbá a mitochodriumok elektronmikroszkóposan 
megfigyelt morfologiai változásai arra utaltak, hogy olyan  proapoptoticus mediátorok 
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szabadulhatnak fel a károsodott axonokban (cytochrome c, apoptosis aktiváló faktor /APAF/, 
apoptosis indukáló faktor /AIF/), melyek további fehérjebontó enzimek aktiválódását is 
maguk után vonhatják, így a caspase enzimcsalád 3-mas számmal jelölt, az apoptózis 
folyamatában kulcsszerepet betöltı tagja is aktiválódhat 93,182,245,266,267,278. 
Ez az enzim a béta alegységnél támadva - szemben a calpainnal – irreverzibilisen hasítja a spectrin 
molekulát, ami ekkor teljes mértékben elveszíti a membránhoz való kötıdés képességét287,289. 
Továbbá, elızetes vizsgálatok eredményei szerint, a caspase-3 esetleges aktiválódása a calpain 
fiziológiás gátló enzimjét, a calpastatint is hasítja, tovább gerjesztve ezzel a calpain 
aktivitását176,206,257,288. Ezen folyamatoknak az axonban történı esetleges aktiválódásának egyenes 
következménye csak az irreverzibilis axonkárosodás lehet. 
Elvi kérdés természetesen, hogy az apoptotikus enzimek a neuron/axon-károsodás 
klasszikusan nekrotikus eredetőnek tartott modelljében, a DAI-ban szerepet játszhatnak-e? 
Koponyasérülés során a mechanikai energia okozta elsıdleges károsodás mellett másodlagos 
autodestruktív folyamatok is elindulnak. Állatkísérletekben az alkalmazott modell típusától, 
az erıbehatás nagyságától, nemtıl és életkortól, sejttípustól és agyi régiótól függıen 
különbözı sejthalál-mechanizmusok aktiválódnak. Az elmúlt évtized kutatásai során egyre 
több bizonyíték győlt össze a stroke, a neurodegeneratív betegségek, valamint a neurotrauma 
területén, amelyek megkérdıjelezik a jelenleg is érvényben lévı „nekrózis- apoptózis” 
paradigma helyességét87. 
Jelenlegi ismereteink szerint a sejthalál-mechanizmusok jellemezhetık egyrészt a 
mikroszkópos, illetve ultrastrukturális morfológiai képpel (fenotípus), valamint a genetikai 
program megvalósulása során zajló génexpressziós változásokkal (genotípus). A klasszikus 
nekrózis a membránintegritás megszőnésével, duzzadással, a sejtorganellumok szétesésével, 
valamint gyakran gyulladásos infiltrációval járó folyamat. A korábbi elképzelésekkel 
ellentétben, amelyek a nekrózist kaotikus, mindenféle vezérlést nélkülözı folyamatnak 
tartották, újabban génexpressziós változásokat, és Ca2+ -függı, aktív proteolízist is sikerült 
igazolni, például Nematodákban. A mechanizmus kulcsenzimének a Ca2+ - aktivált cisztein 
proteázt, a calpaint, valamint az elsısorban a lizoszómákban megtalálható katepszint 
tartják60,132,268,295. 
Az apoptózis a klasszikus definíció szerint a filogenezis során meglehetısen konzervált, 
fiziológiás folyamatot jelez, amelynek szerepe a szöveti homeosztázis fenntartása. 
Jellegzetessége a kromatinkondenzáció, a magfragmentáció, a sejtzsugorodás, valamint az 
apoptotikus testek képzıdése, amelyeket makrofágok takarítanak el. Mivel az apoptózis 
szemben a nekrózissal bizonyos fokig energia igényes folyamat, ezért elsısorban az 
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ischaemiás vagy traumás sérülés nekrotikus fókusza körül elhelyezkedı „penumbra” területen 
fordul elı.  Kulcsenzime a caspase, az aszparaginsav mellett hasító („cisztein-”) proteáz, 
amely intrinsic (mitochondrium károsodás) és extrinsic („halálreceptorok”) módon 
aktiválódhat. 
Az apoptózisnak ugyancsak ismert caspase-tól független formája is, amelyben különbözı 
faktorok – mint az AIF vagy endonukleáz G (mitochondrialis nukleáz) – mediálják a 
programozott sejthalálra jellemzı fenotípus megjelenését294,281.  
Egyes vizsgálati eredmények szerint a sejtet ért inzultus (jelen esetben a mechanikai 
energia) erısségétıl, a Ca2+-felszabadulás mértékétıl, illetve az intracelluláris ATP-szinttıl 
függ, hogy a sejt a nekrotikus vagy az apoptotikus utat választja56. Feltételezik azt is, hogy az 
egyik út gátlása a másik irányába terelné a sejtpusztulás kivitelezését25,63,205. Természetesen 
mind a nekrózis, mind az apoptózis csak abból a genetikailag elıre meghatározott 
eszközkészletbıl (jelátviteli utak, effektor proteázok stb.) válogathat, amelybıl a fiziológiás 
mőködések is141. Ezért az élettani illetve a különbözı noxák által elindított patológiás 
folyamatok a genotípusukban és ez által a fenotípusukban is hasonlíthatnak egymáshoz. 
Egyes szerzık a nekrózist és az apoptózis egy képzeletbeli spektrum két szélén helyezik el, 
amely között bármilyen „hibrid” elıfordulhat294. Mások nekrózis, „nekrózis-szerő”, 
„apoptózis- szerő”, és apoptózis kategóriákat használnak132,140,141. Az eddigiekbıl jól kitőnik, 
hogy – habár különbözı sejthalál-típusokról beszélünk, és azok igen komplexek – ezek 
gyakran ugyanazokat a szignáltranszdukciós utakat használják66. A kaszkádok effektorai az 
említett proteázok, amelyek egymás regulációjában is részt vesznek, jó példa erre a calpain és 
a caspase között feltételezett párbeszéd172,287.  
 
1.7. Diffúz agysérüléshez társuló gerincvelı károsodás 
 
A DAI kialakulására vonatkozó ma elfogadott, fent részletezett elgondolások alapvetı 
szerepet tulajdonítanak a sérülést kiváltó mechanikai erık (gyorsulás-lassulás, centrifugális 
erı) hatására létrejövı axonköteg-vongálódásnak, melyek az ismert „predilekciós helyeken” 
(subcorticális fehérállomány, corpus callosum, agytörzs) hoznak létre diffúz axonális 
károsodást4,22,79. 
Rágcsálókban a fenti elváltozásokat legmegbízhatóbban az ún. impakt akcelerációs 
vagy súly-ejtési modellekben tudjuk elıidézni, melyek lényege, hogy az agytörzsben az 
axonkárosodást az alátámasztott fej tetejére ejtett súly hatására a craniocervicális átmenetben 
létrejövı hirtelen flexio (a fehérállományi pályák megnyúlása) hozza létre146,218. Annak 
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ellenére, hogy a sérülés mechanizmusa alapján logikus volna, hogy a gerincvelıben is 
létrejöjjenek károsodott axonok, ilyen jellegő vizsgálatok alig történtek.  
Lighthall139 közvetlen agykérgi sértést kiváltó (controlled cortical impact, CCI) modellben, 
Hamberger98 pedig rotációs gyorsulási modellben írt le elszórtan károsodott axonokat az 
agytörzs és a gerincvelı átmeneti szakaszán (cranio-cervicális átmenet, CCJ).  
Emberben csak anekdotikus közlésként említi Shannon, hogy „megrázott gyermek 
szindrómában”, azaz „shaken baby syndrome”-(SBS)- esetén a nyaki gerincvelıben 
károsodott axonokat látott239. 
A jelenség szisztematikus vizsgálatára mindeddig annak ellenére nem került sor, hogy az 
axonkárosodás esetleges kimutatása támpontot adhatna a humán esetek igazságügyi orvos 
szakértıi boncolásának kiterjesztéséhez (gerincvelıi szegmentumok részletes elemzése) 
illetve az axonszakaszok vongálódását követı axonkárosodás vizsgálata a spondylotikus 
myelopathia illetve a centrális gerincvelı sérülés kóreredetére vonatkozóan is újabb adatokkal 
szolgálhatna. 
 
1.8. Prognosztikai faktorok, biomarkerek szerepe a súlyos koponyasérültek ellátásában 
 
Annak ellenére, hogy az elmúlt évtizedekben több mint félszáz, neuroprotektivnek tartott szer 
illetve eljárás klinikai kipróbálása történt meg, még a legígéretesebbek (N-metil-D-
aszparaginsav /NMDA/- és 2-amino-3-metil-(3-hidroxi-5-metil-izoxazol-4-il)- propionsav 
/AMPA/-receptor-antagonisták, szteroidok, lipidperoxidáz-gátlók, gyökfogók, Ca2+-csatorna- 
blokkolók, hypothermia) is kudarcot vallottak173,274.  
Ennek hátterében nemcsak a terápiás modalitások nem megfelelı megválasztása, hanem a 
terápia hatékonyságának megítélésére alkalmazott módszerek (Glasgow kimeneteli skála, 
koponyaőri nyomás/perfúzió) nem megfelelı érzékenysége is áll226. Mindez felkeltette az 
érdeklıdést olyan, az agysérülés kiváltotta kórfolyamatokhoz specifikusan kapcsolódó 
biomarkerek iránt, amelyek megfelelı végpontként köthetik össze az állatkísérletes 
modelleken történı alkalmazást és a klinikai kipróbálást.  
A GCS alkalmazhatóságát a vitathatatlanul csekély, de az eredményeket könnyen 
befolyásoló, az egyes értékelık közt fellelhetı pontozási különbség illetve a korszerő ellátási 
protokollokban alkalmazott korai mély sedatio és izomlazítás korlátozza67,11,233.  
A koponya-CT-felvételeken számos, a sérülés kiterjedésére utaló és a kimenetellel is 
kapcsolatba hozható elem látható (fokális sérülés térfogata, kamra kompresszió, középvonal-
diszlokáció, bazális ciszternák kompressziója), mindazonáltal, különösen diffúz elváltozások 
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esetén, a vizsgálat specifikussága, szenzitivitása és így prediktív értéke is kicsi, ráadásul a 
beteg szállítását feltételezi108.  
A koponya MR vizsgálata, különösen a T1-víztérképek, diffúzió súlyozott vizsgálatok, 
illetve a diffúziós tenzor képalkotás valamint legújabban a haemogradiens illetve „SWI”-
vizsgálatok a diffúz károsodás mértékérıl is adhatnak felvilágosítást, de sem a vizsgálat ára, 
sem idıigényessége, sem pedig speciális technikai feltételei (MR-kompatibilis respirátor, 
monitor stb.) nem teszik lehetıvé rutinszerő alkalmazását59,61,107,189,236,270.  
A korszerő neuromonitorozás során nyert adatok (koponyaőri nyomás, artériás 
középnyomás, agyi perfúziós nyomás, vérgázértékek, agyszöveti oxigénnyomás) elsısorban a 
primer károsodás súlyosságára és az esetleges súlyos másodlagos károsodás kialakulására 
figyelmeztetnek, ám ezek a paraméterek sem adnak információt az agyban zajló biokémiai 
folyamatokról82,95,232.  
Több évtized alapkutatási vizsgálatai ellenére sem rendelkezünk olyan specifikus 
laboratóriumi vizsgálóeljárással illetve ágy melletti, „on-line” agyvíz vagy szérum-analízist 
lehetıvé tevı „point of care” diagnosztikai eszközzel, mely a koponyasérülés súlyosságáról/a 
várható kimenetelrıl, a másodlagos károsodások jelentkezésérıl illetve a terápia 
hatékonyságáról azonnali információt szolgáltatna.  
Az ideális biomarkerrel szemben támasztott alapvetı elvárások az alábbiak: vérbıl 
és/vagy liquorból kimutatható legyen, megjelenése legyen arányos a mechanikai 
erıbehatással és a sérülés nagyságával. Fontos a specifikusság, és a nagy szenzitivitás. 
Lehetıleg a sérülést követıen rövid látenciával jelenjen meg a testnedvekben, mutasson jól 
definiált idıbeli eloszlást19,110,203.  
Sajnálatos módon azok a feltételezett biológiai markerek, melyekhez korábban nagy reményt 
főztek, mint a gliális fibrilláris acidikus protein (GFAP) vagy a neuron specifikus enoláz 
(NSE) csupán az ún. „surrogate”, „helyettesítı” marker szintjét érik el, azaz legfeljebb 
utalhatnak bizonyos jelenségekre, de specifikus biokémiai folyamatokról nem adnak 
információt203.  
A fent felsorolt összes elvárásnak leginkább az egyes fehérjebontó folyamatok hatására 
keletkezı, egy specifikus enzim-aktiválódását kézjegy-szerően jelzı fehérje-lebontási 
termékek („signature protein”) felelhetnének meg.   
 
1.8.1. Spectrin és lebontási termékei 
A spectrin nevő szerkezeti fehérje jelentıségére és lebontásának potenciális 
következményeire a korábbi szakaszokban részben már kitértünk, röviden összefoglalva: a 
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non-erythroid αII-spectrin (280 kDa) a corticális  citoszkeleton egyik fı komponense. 
Elsısorban a preszinaptikus terminálokban, illetve a tengelyfonalak subaxolemmális 
kompartmenjében fordul elı53,84,297. Az utóbbi két évtized vizsgálati eredményei 
bizonyították, hogy a spectrin mind a calpain-, mind a caspase-3-mediált hasítás szubsztrátja. 
Amíg a 150 kDa nagyságú lebontási termék nem specifikus (mindkét enzim képez ilyet), 
addig a 145 kDa molekulatömegő a calpain, azaz a nekrotikus folyamatok, míg a 120 kDa 
nagyságú degradátum a caspase-3, apoptoticus proteáz mőködésére jellemzı104,248,290.  
A spectrin agyi ubikviter jellege alapján alkalmasnak tőnt a sejtpusztulás és az axonkárosodás 
kimutatására, amelyet számos állatkísérletes modellben és humán vizsgálatban 
bizonyítottak115,197,198,225.   
Habár a koponyatrauma által kiváltott fokális illetve diffúz agysérülések eltérı módon 
jönnek létre és klinikai manifesztációjuk is különbözı, hasonló biokémiai folyamatok mindkét 
forma progressziójában szerepet játszanak. Ilyen folyamat a calpain és a caspase aktiválódása 
is114,115,175,200,225. Ezek következtében specifikus spectrin-degradációs termékek (SBDP) 
felszaporodása figyelhetı meg az agyszövetben mind állatkísérletekben122,123,224, mind humán 
koponyatraumát követıen160, illetve kísérleti állatokban az agyvízben198. 
Állatkísérletben az SBDP-liquorszint szignifikáns emelkedését észlelték 24–72 óra között, 
valamint korrelációt igazoltak az erıbehatás erısségével, illetve a laesio nagyságával198. Az 
SBDP klinikai alkalmazásában rejlı lehetıségeket a disszertáció alapjául szolgáló 
vizsgálatokig csupán kis betegszámú, csekély statisztikai erejő, „peer reviewed” 
publikációban nem közölt elızetes humán vizsgálatok során elemezték48, ezek során néhány 
súlyos koponyasérültben a spectrin- és SBDP-szintek szignifikáns emelkedését észlelték a 
nem-sérült kontrollokhoz képest.  
 
1.8.2. Prognosztikai modellek 
Miközben a biomarkerek kutatását az agysérülés kimenetelét illetve súlyosságát jelzı egyik 
legígéretesebb lehetséges iránynak tartjuk, érdemes áttekinteni, hogy a rendelkezésre álló 
klinikai adatok elemzésével milyen (prognosztikai-) következtetéseket vonhatunk le. 
Több korábbi vizsgálat elemezte a pupilla átmérıjének, az areactiv tág pupillának, a 
sérülés után eltelt idınek, a beteg életkorának valamint a CT vizsgálat eredményének 
viszonyát a várható kimenetellel. Miközben e faktorokat, mint a kimenetel független 
prediktorait azonosították, kevés rendszerezett vizsgálat nyújtott a sérülés várható 
kimenetelére vonatkozó -a klinikai gyakorlatban valóban használható- információt.  
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Mivel a korai szedáció a GCS prognosztikai értékét erısen csökkentette, a vizsgálatok 
egyik fı célpontja az elsı CT felvételeken látható elváltozások klasszifikációja lett. Ettıl a 
felismeréstıl vezérelve Marshall és mtsai. 1991-ben létrehoztak egy a beteg felvétele után 
rutinszerően készített elsı koponya CT vizsgálat elemzésén alapuló rendszert, mely a súlyos 
koponyasérülteket hat kategóriára osztja. Ez a beosztás a diffúz sérülések négy csoportját 
különbözteti meg, elsısorban a középvonal eltolódása illetve a bazális ciszternák állapota 
alapján, valamint a 25cm3-nél nagyobb - vérzésre utaló – magas vagy kevert denzitású laesio 
sebészi eltávolítása/eltávolíthatósága alapján további két kategóriát ír le. Ez az alapvetıen 
diagnosztikus célú rendszer széles körben elterjedt, és egyre többen kezdték alkalmazni 
súlyos koponyasérültek várható kimenetelének megítélésére is238,286,108.  
E beosztásból kiindulva 2005-ben Maas és mtsai. létrehoztak egy elsısorban a 
Marshall-féle beosztást alapul vevı, immáron elsıdlegesen prognosztikai célzatú 
pontrendszert, az ún. Rotterdam score-t. Elsısorban a Marshall kategorizálás tömeges 
laesiokat leíró két - prognosztikai célokra meglehetısen elnagyolt - csoportjának finomabb 
differenciálásával értek el áttörést, oly módon, hogy pontértéket adtak a kamrába törı 
vérzésnek, a traumás subarachnoideális vérzésnek valamint az epidurális vérzésnek. Maas 
nemrégiben Marmarou munkacsoportjával közösen NIH támogatott kutatások adatbázisainak 
tömegét dolgozta fel, megalkotva az IMPACT-adatbázist, azzal a céllal, hogy azonosítsák a 
kimenetelre vonatkozó legfıbb tulajdonságokat illetve egy olyan internetes adatbázist 
hozzanak létre, amely a széles körben elérhetı onkoterápiás prognosztikai honlapok mintájára 
néhány paraméter beütésével értékelhetı kimenetel-becslést adhat142,147,171,279.  
 
1.9. A diffúz axonális károsodás terápiás befolyásolását célzó vizsgálatok 
 
Miután Povlishock és munkatársainak fent részletezett vizsgálata kapcsán egyértelmővé vált, 
hogy a DAI nem azonnal létrejövı axonszakadás, hanem egy órák alatt progrediáló folyamat 
eredménye214, a komplex patomechanizmusnak megfelelıen több támadásponton is kutatások 
kezdıdtek a károsodás mérséklésére, illetve kivédésére.  
A DAI- illetve általában a koponya-agysérülés kórfolyamatának komplexitása, a nekrotikus és 
apoptoticus enzim-kaszkád egyidejő aktiválódása, a másodlagos károsodás jelensége alapján a 
terápiás megközelítések általánosságban két utat képviselnek: a több támadásponton ható 
kombinált kezelés illetve az egyes kórfolyamatok szeletkív blokkolásán alapuló stratégia 
alkalmazható173,212. A patobiológiai folyamatok pontosabb megismerését az utóbbi, míg a 
klinikai kezelést az elıbbi megközelítés szolgálhatja jobban.  
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A mitochondriumok funkciójának megırzésén keresztül az axonok integritását 
fenntartani képes eljárások vizsgálata (hypothermia, Cyclosporin-A kezelés) segítette a 
mitochondriális károsodás kóroki szerepére, az apoptoticus enzimek aktiválódásának 
lehetıségére irányuló további, a jelen disszertáció alapját képezı vizsgálatok kibontakozását.  
A calpain szelektív gátlására vonatkozó vizsgálatok nemcsak az axonkárosodás 
kivédésének lehetıségét vethették fel, hanem az eddigi patobiológiai feltételezések 
helyességét is igazolhatták.  
A PACAP mind a nekrotikus, mind az apoptoticus folyamatok közvetett befolyásolása 
révén lehet axono-protektív hatású, a szelektív PARP-inhibitor pedig szintén a 
mitochondriumok mőködıképességének megırzése útján fejtheti ki a DAI-t gátló hatását. 
 
1.9.1. A mitochondriumok integritása és az axonális energia-háztartás megırzése  
Az axonkárosodás gátlására az elsı sikeres beavatkozás a feltehetıen a mitochondriális 
energiaháztartás megırzése és az axolemma stabilizálása révén ható kontrollált hypothermia 
kezelés volt144. A contusiós agysérülés állatkísérleti modelljében a trauma után rövid idın 
belül (<25 perc) alkalmazott terápiás, közepes fokú hypothermia (32ºC) szignifikánsan 
csökkentette az axonduzzadást/ballonképzıdést mutató axonok számát. A korai kontrollált 
hypothermia axonális védelmet nyújtó hatása késıbb a diffúz agykárosodást kiváltó 
modellekben is igazolást nyert mind az axonduzzadás/ballonképzıdés (APP-pozitivitás)119,157, 
mind a CMSP és az NFC tekintetében29,152. Ugyanakkor több vizsgálat igazolta, hogy a 
felmelegedésnek lassú, fokozatos formában kell történnie, a túl gyors visszamelegítés ugyanis 
az axonkárosodás újbóli felerısödését okozza, mely hatás az immunophillin tacrolimussal 
(FK506, ld. lent) ugyanakkor részben kivédhetı157,264. 
A terápiás jellegő kutatások egy másik csoportja is a mitochondriumok integritásának 
megırzését, ezáltal a lokális energiaháztartás fenntartását, illetve a cytochrome-c (cyto-c) 
felszabadulásának és a következményes caspase aktivációnak a megakadályozását célozta.  
Okonkwo és munkatársai egy, a klinikumban már immunszupresszánsként bevált szert, a 
cyclosporine-A-t (CsA) vizsgálták. E vegyület képes kötıdni a MPT-pórushoz (ld. fent), 
megakadályozva annak kinyílását, ezáltal csökkentve a mitochondriális károsodást187.  
A kísérletek igazolták, hogy a mitochondriumok funkciójának fennmaradása esetén az 
excesszív mértékben beáramló Ca2+ eltávolítását végzı folyamatok energiaigénye fedezhetı, 
és így a Ca2+-indukálta strukturális fehérjebontás fékezhetı, következményesen az axonális 
citoszkeletális elváltozások megelızhetıek31,184.  
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Az NFC befolyásolásában megfigyelt jótékony hatás mellett a CsA az intraaxonális 
transzportzavart mutató axonok számát is szignifikánsan csökkentette184,185,187.  
A CsA-val kapcsolatos legutóbbi klinikai vizsgálatok igazolták, hogy a szer emberben is 
biztonságosan alkalmazható, így lehetıség nyílhat a tényleges klinikai kipróbálásra159. 
Az MPT-pórusokra kifejtett hatása mellett a CsA és számos egyéb, hozzá hasonlóan 
az immunophillinek családjába tartozó vegyület képes a calcineurin gátlására is. Ismert, hogy 
a citoszkeleton integritásához elengedhetetlenül fontos a neurofilamentek foszforilált 
állapotának fenntartása. A calcineurin egy foszfatáz, amely úgy károsítja az axonális 
citoszkeletont, hogy a neurofilamenteket – defoszforilásuk útján – hozzáférhetıbbé teszi a 
calpain számára188, így gátlása jótékonyan befolyásolhatja az axonkárosodás 
folyamatát50,51,230. Az immunophillinek közül az FK506-ról (tacrolimus) sikerült kimutatni, 
hogy az axonduzzadást mutató neuritok számának csökkentése révén kedvezı hatása van 
diffúz traumás axonkárosodásra148,252 illetve különbözı agysérülési modellekben alkalmazott 
hypothermia kezelés esetén a felmelegedési szakban mind az axonális, mind a neuro-
vascularis károsodást kivédi.  
 
1.9.2. A calpain gátlása 
A diffúz axonkárosodás mechanizmusának ismeretében további terápiás lehetıségnek 
tarthatjuk a calpain enzim- és így a calpain-mediált spectrin proteolízis gátlását. Korábbi, 
contusiós traumamodellben a calpain gátlásával végzett vizsgálatokban valóban az NFC és a 
spectrin-degradációs termékek képzıdésének csökkenését figyelték meg207. A calpain gátlása 
javította a trauma utáni funkcionális kimenetelt fokális agykárosodás esetén228,229, ugyanakkor 
e jótékony hatás mögött nem sikerült Western blottal és hisztológiai módszerekkel csökkent 
CMSP-t kimutatni229.  
Hasonlóan ellentmondásosak az eredmények a diffúz koponyatrauma egér-modelljében, 
amennyiben ez esetben sem kísérte a javuló neurológiai kimenetelt csökkent neuronális 
CMSP az agykéregben illetve a hippocampusban124.  
A calpain-mediált struktúrfehérje-bontásnak a DAI kóreredetében játszott, a disszertációban 
részletezendı szerepének ismeretében joggal vetıdött fel, hogy a calpain antagonisták 
funkcionális kimenetelre gyakorolt jótékony hatása és a contusiós elváltozások méretének 
változatlansága közt feszülı ellentmondás oka az e modellekben is kialakuló, ám eddig nem 
vizsgált diffúz sérülés-, elsısorban az axonkárosodás gátlásában keresendı.  
A korábban leírt és sikerrel alkalmazott calpain inhibitorok kereskedelmi forgalomba –
különbözı okok miatt- nem kerültek. Kísérletes kipróbálásra az MDL-28170 állt 
               dc_14_10
 33 
rendelkezésre, melyet az elıállító cég ajándékozott a vizsgálatok elvégzéséhez. Az MDL-
28170 egy sejt permeabilis peptidil-aldehyd, szelektív calpain inhibitor, mely arteria cerebri 
media- (MCA-) filament occlusiós modellben már igazolta neuroprotektív hatását. A szer 
hátránya rossz oldhatósága, s az oldószer következtében kialakuló lágyrész-elhalás 
lehetısége, mely klinikai kipróbálásának gátat szab145. 
 
1.9.3. Az agyalapi mirigy adenilát-cikláz aktiváló polypeptid (PACAP) alkalmazása 
A DAI kórfolyamatában mind a nekrotikus mind az apoptoticus enzim-kaszkád szerepet 
játszik, ezért azok az eljárások, melyek feltehetıen mindkettıt gátolják, kiemelt figyelmet 
érdemelnek. E kettıs támadáspont különösen azért kap hangsúlyt, mert egyes elképzelések 
szerint az apoptotikus folyamatok gátlása az elektrontranszport-lánc disszociációja illetve a 
cytochrome c felszabadulása, azaz a mitochondriális károsodás létrejötte után már nem 
eredményezheti a neuron megmenekülését, csupán az apoptoticus sejthalál helyett a 
nekrotikus kaszkád aktiválódását, tehát a két enzimatikus folyamat közti „shiftet” idézi elı141 
(ld.fent). 
Az agyalapi mirigy adenilát-cikláz aktiváló polypeptid (PACAP) szerkezetileg a vazoaktív 
intestinális peptid (VIP)/szekretin/glükagon családba tartozik, melyet elıször a 
hypothalamusból izoláltak167. E fehérjét Miyata és munkatársai húsz éve mint a 
hypothalamusban termelıdı peptidet írták le, mely a hypophysisben az adenylate cyclase 
aktivitást emeli és neuromodulációs funkciója mellett a központi- illetve a perifériás 
idegrendszer területén szerteágazó, részben igazoltan neurotrophicus és neuroprotectiv hatást 
fejt ki7,284.  Antiapoptotikus képességét igazolja, hogy a gerincvelı sérülés extradurális 
staticus compressios modelljében a gerincvelıi apoptózis szignifikáns csökkentése116 mellett a 
gerincvelı átmetszés modelljében kivédte a TNF felszabadulást118 és koponyasérülés 
kísérletes modelljében a PACAP-mRNA „upregulatio-ja” az apoptoticus sejtek párhuzamos 
csökkenésével járt együtt254. Mindazonáltal a PACAP pontos sejtszintő hatásai csak részben 
ismertek.  
In vitro mind antiapoptoticus, mind gyulladáscsökkentı hatásait leírták. A kisagy 
granuláris sejtjeiben szignifikánsan gátolta a caspase-3 aktiválódást283. Ugyancsak gátolta a 
microgliális pro-inflammatoricus cytokine és nitrogén oxid felszabadulást52,118,121 illetve 
serkentette az anti-inflammatorikus IL-10 cytokine termelıdését76. A PACAP több olyan gén 
„upregulatioját” indítja el, melyek a neurotoxicitás elleni védekezésben szerepet játszanak, 
ezek közé tartozik a cytochrome P450 és a fibroblaszt növekedési faktor (FGF) regulált 
fehérje282. A peptid a glutamát transzporter és szintetáz expresszió fokozása révén elısegíti az 
               dc_14_10
 34 
astroglia glutamát felvételét62. A glutamát indukált toxikus hatások kivédésében játszott 
szerepét többek közt corticális  és retinális neuron-tenyészetben igazolták69,169,243.  
A PACAP egyik támadáspontja szintén mitochondriális: kísérleti körülmények között gátolta 
a mitochondriális kalcium felvétel hatására létrejövı akonitáz-inaktiválódást, fenntartva ennek 
a mitochondriális eredető, a neuronok mőködıképességéhez nélkülözhetetlen enzimnek a 
funkcióját269.  
In vivo vizsgálatok alapján igazolódott, hogy a PACAP átjut a vér-agy gáton14,256  
illetve egyaránt hatásosnak bizonyult patkányban kísérletesen elıidézett globális és fokális 
agyi ischaemia elıtt, és után adva, valamint retinális degeneráció esetében is8,9. Viselkedés-
vizsgálatok alapján kimutatták, hogy Huntington-kór esetében a PACAP-al elıkezelt 
patkányokban hyperkinézia egyáltalán nem alakult ki, s az aszimmetrikus mozgás is megszőnt 
a kezelés utáni 10. napon271. A Parkinson-kór állatkísérletes modelljében a PACAP-al történı 
elıkezelés csökkentette a hypokinézia súlyosságát valamint teljes felgyógyuláshoz és az 
aszimmetrikus tünetek megszőnéséhez vezetett a kezelés utáni 10. napon221. 
A peptid diffúz agysérülésben játszott esetleges jótékony szerepérıl ugyanakkor a disszertáció 
alapjául szolgáló kísérletek megkezdéséig semmi nemő adat nem állt rendelkezésre. 
 
1.9.4. A PARP-gátlás  
A PARP-ot DNS-javító enzimként ismerték meg. Az (oxidatív-) stressz hatására kialakuló 
DNS törés indukálja aktiválódását, melynek következményeként a NAD-ról ADP-ribóz 
egységeket transzferál nukleáris fehérjékre. Ez a rendkívül energia igényes folyamat 
halmozott stressz hatására kialakuló túlmőködésével a NAD deplécióját, ATP vesztést és a 
sejt energia-homeosztázisának összeomlása révén a sejt halálát eredményezheti34.  
Miközben a PARP hosszútávú gátlása elvileg mutagenezist és cancerogenesist 
indukálhat, az akut szakban hozzájárulhat az energia-háztartás rendezıdéséhez, az energia-
homeosztázis fenntartásához.  
Komjáti és munkatársai a közelmúltban (2005) megállapították, hogy a PARP-gátlás nemcsak 
a szabadgyök (ROS)-indukálta nekrózist gátolja. Az AIF-en keresztül a PARP közvetlenül 
szerepet játszik az apoptoticus folyamatok elindításában is és az NF-kappaB-úton keresztül 
inflammatorikus cytokinek és mediátorok felszabadulását is modulálja120.  
Az elmúlt években a koponyasérülés különbözı modelljeiben számos PARP-inhibtort 
teszteltek, így a PARP-inhibitor 3-aminobenzanide-ot, mely szignifikánsan csökkentette a 
hideg-indukálta agysérülés-modellben kialakuló laesio kiterjedését106.  
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Érdekes ugyanakkor, hogy hasonlóan a calpain gátlás neuroprotektív hatásához, a PARP-
inhibíció során sem sikerült eddig minden esetben feltárni a kedvezı klinikai hatás 
patomorfologiai hátterét. A laterális folyadék percussios modellben LaPlaca és munkatársai129 
igazolták, hogy a PARP inhibitor GPI 1650 szignifikánsan csökkentette a laesio mértékét, 
anélkül, hogy a TUNEL-pozitív sejtek számát csökkentette volna. Más vizsgálatok javuló 
funkcionális kimenetelt találtak változatlan mérető sérülés mellett20.  
A fenti vizsgálatok nem tértek ugyanakkor ki az LFPI által okozott „járulékos” DAI 
elemzésére, így a disszertáció alapjául szolgáló vizsgálatok során azt a feltételezést is 
vizsgálni kívántuk, hogy a morfológiai vizsgálatokkal nem egyértelmően magyarázott 
kedvezı funkcionális kimenetel hátterében állhat-e a DAI gátlására gyakorolt hatás. 
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2. CÉLKITŐZÉSEK  
 
I. A diffúz axonális károsodás kialakulásának vizsgálata - Fehérjebontó folyamatok 
szerepe a diffúz axonális károsodás kóreredetében I. 
1., Ca2+ indukálta proteázok (calpain) aktiválódásának igazolása diffúz axonkárosodást 
elıidézı kísérletes neurotrauma modellben 
2., A calpain-mediálta szerkezeti fehérje bontás tér- és idıbeli kialakulásának leírása 
3., Kolokalizációs vizsgálatokkal meghatározni a calpain-mediálta szerkezeti fehérje bontás és 
a DAI során kialakuló további kórfolyamatok (axoplazmatikus transzport zavar, 
citoszkeletális kompaktálódás) tér- és idıbeli viszonyát 
4., Fény-és elektronmikroszkópos kettıs-jelöléses vizsgálatok egyszerősítésére szolgáló IHC 
eljárás kidolgozása az axonkárosodás kórfolyamatainak vizsgálatára 
 
II. A diffúz axonális károsodás kialakulásának vizsgálata - Fehérjebontó folyamatok 
szerepe a diffúz axonális károsodás kóreredetében II. 
5., A diffúz axon-sérülés során létrejövı mitochondriális károsodás fény-és 
elektronmikroszkópos bizonyítékainak feltárása 
6., Apoptoticus folyamatokban szerepet játszó cisztein proteáz-kaszkád (caspase) 
aktiválódásának vizsgálata diffúz axonkárosodást kiváltó kísérletes neurotrauma modellben 
különös tekintettel a proteolytikus folyamatoknak a mitochondriális károsodással való 
összefüggésére 
7., A diffúz axonális károsodásban szerepet játszó fehérjebontó folyamatok kapcsolatának 
tisztázása 
 
III. A diffúz axonális károsodás kialakulásának vizsgálata – Diffúz agysérüléshez társuló 
gerincvelıi axonkárosodás 
8., A diffúz axonális károsodás mértéke és az azt kiváltó energia összefüggésének leírása 
9., Az akcelerációs - decelerációs mechanizmussal kialakuló koponya/agysérüléshez társuló, 
távoli (gerincvelıi) DAI jelenségének igazolása 
10., A gerincvelıi DAI és az azt kiváltó, a koponyára ható mechanikai energia 
összefüggésének vizsgálata  
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IV. A Pécsi Súlyos Koponyasérült Adatbázis feldolgozása 
11. Fehérjebontó folyamatok kimutatása koponyasérültekben: alkalmazott klinikai kutatások -  
A diffúz agysérülés során aktiválódó fehérjebontó folyamatok azonosítása súlyos 
koponyasérültek agyvíz mintáinak elemzésével 
12. Prognosztikai faktorok azonosítása súlyos koponya-agysérültek ellátása során 
 
V. A diffúz axonális károsodás kísérletes terápiás befolyásolása: a fehérjebontó 
folyamatok gátlásának vizsgálata 
13., A szelektív calpain-inhibitor MDL-28170 hatásának elemzése: az axonális károsodást 
jelzı IHC markerek vizsgálata 
14., A szelektív calpain-inhibitor MDL-28170 hatásának elemzése: az axonális membrán-
permeabilitási zavar gátlásának vizsgálata 
 
VI. A diffúz axonális károsodás kísérletes terápiás befolyásolása: a nekrotikus  és 
apoptoticus folyamatokat gátló pituitary adenylate cyclase activating polypeptide 
(PACAP) hatásának vizsgálata 
15., A PACAP diffúz axonális károsodást befolyásoló képességének felmérése: trauma elıtt 
adott polypeptid hatásának elemzése, dózis-hatás-görbe felállítása 
16., A PACAP diffúz axonális károsodást befolyásoló képességének további vizsgálata: 
terápiás ablak meghatározása 
17., A PACAP axonoprotektív hatásának vizsgálata a DAI további állatkísérletes modelljén: a 
centrális folyadék-perkussziós modell elemzése 
 
VII. A diffúz axonális károsodás kísérletes terápiás befolyásolása: az apoptoticus 
folyamatokat gátló PARP-inhibitor L-2286 hatásának vizsgálata 
18., A PARP inhibitor L-2286 axonális károsodásra és funkcionális kimenetelre gyakorolt 
hatásának elemzése DAI állatkísérletes modelljében 
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZER 
 
3.1. Kísérleti állatok  
 
A kísérletekhez 300-405g Wistar (Charles River, Budapest) és 365-400g súlyú Sprague-
Dawley (Charles River Laboratories, Raleigh, NC) patkányokat használtunk, az állattartás- és 
kísérleti felhasználás során mindvégig a Magyar Állatetikai Bizottság (MÁB, BA02/2000-
26/2001) és a Virginia Commonwealth University Institutional Animal Care and Use 
Committee (IACUC) Protocol for Use of Vertebrate Animals in Research szabályozása és 
engedélye szerint jártunk el. 
 
3.2. Állatkísérletek: mőtéti technikák, kísérletes koponyatrauma-modellek30 
 
3.2.1. Kisállat-narcosis 
Mőtét elıtt a patkányokat egy plexibıl készült dobozban 4 % isoflurán (Forane, Abott, 
Magyarország), 70 % N2O and és 30 % O2 keverék segítségével elaltattuk majd 0 mérető 
Miller laryngoscope lapoc és méretre vágott szilikon tubus alkalmazásával orotrachealisan 
intubáltuk. A mőtét ideje alatt az állatokat folyamatos altatásban tartottuk (1,5-2 % isoflurán, 
70 % N2O és 30 % O2 keveréke Ohmeda Tec 4 Anesthetic Vaporizer (Ohmeda 
Inc., Madison, WI
 
) altatógép segítségével (Inspira ASV, Harvard Apparatus, USA).  
Az állatok szövettani feldolgozása elıtt a peritoneum üregébe juttatott natrium-pentobarbitál-
túladagolással értünk el szívmegállást („túlaltatás”).  
 
3.2.2. Az élettani paraméterek monitorozása 
Annak ellenére, hogy a vizsgálatok során alkalmazott kísérletes modellek világszerte 
elterjedtek, s érdemi fiziológiai eltérést kontrollált alkalmazásuk nem okoz, a kísérletes 
neurobiológiai vizsgálatoknál elvárható gondosság biztosítására minden állatkísérlet során 
monitoroztuk a perifériás oxigén telítettséget és a szívritmust (NONIN Pulse Oxymeter 
8600V) illetve a rectális és a temporális izom-hımérsékletet, miközben az állat 
testhımérsékletét a szenzorokkal összekapcsolt főtıpad segítségével 37°C-on tartottuk  (FHC 
BOWDOINHAM ME 04008 USA Temperature Control).  Minden kísérletsorozat alkalmával 
szúrópróba szerően kiválasztott állatokon részletes keringés-légzésmonitorozást folytattunk: 
az arteria femorális heparinizált szilikon-kanülálása után véres vérnyomás monitorozás és 
rendszeres vérgáz meghatározás történt. 




A Marmarou ás Foda által leírt impakt akcelerációs (IA) koponya trauma modellt64,146 
(4.ábra) a Virginia Commonwealth University (Richmond VA) technológiai intézetébıl 
vásároltuk, Kelet-Európában elsıként. A modell diffúzan elszórt, a koponya sérülés hatására 
károsodott axonok kialakulását idézi elı elsısorban a hosszúpályák agytörzsi szakaszán 
(tractus corticospinális (TCSp) medulláris szakasza, a decussatio pyramidorum, lemniscus 
mediális (LM) és a fasciculus longitudinális mediális (FLM) nyúltvelıi szakasza), anélkül, 
hogy gócos agysérülés, burki vérzés is kialakulna. A mőtéti során a patkány fejét Stoelting 
sztereotaxiás készülékben rögzítettük, majd borotválás és fertıtlenítés után a fejbırön 
hosszanti metszést ejtettünk, hogy a Lambda és a Bregma varratok közötti koponyafelszínt 
szabaddá tegyük. E két varrat közé a középvonalban egy rozsdamentes acélból készült 
fémkorongot (átmérı: 10mm, vastagság: 3mm) rögzítettünk cianoakrilát segítségével. Ezt 
 
követıen a standard fej-és testtartó szivacsra helyeztük az állatot, ahol szíjakkal rögzítettük, 
majd az említett fémkorongra 450g tömegő súlyt ejtettünk 2m magasságból a Marmarou-féle 
IA készülék plexi-csövén át. A koponyasérülés létrehozása után a fémkorongot eltávolítottuk, 
majd megvártuk, míg a spontán légzés vissza nem tért. Ha a spontán légzés 20 mp múlva sem 
tért vissza, akkor az állatokat ismét intubáltuk és 100 % O2-nel lélegeztettük felébredésükig. 
Koponyacsont-törés esetén az állatot a további kísérletekbıl kizártuk.  
 
4. ábra. A Marmarou-féle súly-
ejtéses („impakt-akcelerációs” 
/IA/), diffúz agysérülést elıidézı 
készülék fényképe és sematikus 
rajza.  
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3.2.4.Centrális folyadék-perkussziós koponyatrauma 
A Virginia Commonwealth University (Richmond VA) technológiai intézetébıl vásárolt 
készülékkel (5.ábra)végzett vizsgálataink során a folyadék perkussziós koponyatrauma  
 
modellek közül az elsısorban diffúz és kisebb mértékben gócos agykárosodást kiváltani képes 
centrális módozatot alkalmaztuk, 2atm nyomással, mely e beállítás mellett közepesen 
súlyos/súlyos sérülés elıidézésére alkalmas55,265,273. A patkány fejét Stoelting sztereotaxiás 
készülékben rögzítettük, majd borotválás és fertıtlenítés után a fejbırön hosszanti metszést 
ejtettünk, szabaddá téve a Lambda és a Bregma craniometriás pontokat, melyektıl jobbra 
1mm-rel két, egyenként 1mm-es fúrt lyukat helyeztünk fel, majd az e célra rendszeresített 
trepán segítségével a középvonalra helyezett, 4.8mm átmérıjő craniektomiás nyílást 
készítettünk. Az ún. „injury cap” /a folyadékoszlop „dokkoló” egysége/ és a rögzítı csavarok 
felhelyezése után a légmentesített folyadékoszlopot csatlakoztattuk a megfelelıen elhelyezett 
patkány koponyáján kialakított „injury cap”-hez. Ezt követıen a 2atm nyomásra beállított 
készülék létrehozta a sérülést: a folyadékoszlopot tartalmazó üvegcsı végén levı membránra 
mért ütést a gumi-végő fémkalapács, a folyadékoszlopon végigfutó lökéshullámot 
oszcilloszkóp rögzítette, kalibrációs görbe segítségével megadva a nyomás-értéket, amely a 
craniektomia területén a dura materra tevıdött. Ha a beavatkozás során a kemény agyburok 
sérült, az állatot a további kísérletekbıl kizártuk. 
 
5.,ábra. A folyadék percussios 
koponyatrauma modell.  
A: a sérülés elıidézésére 
elıkészített patkány a dokkoló 
egységhez rögzített állapotban, 
miután a munkahenger 
légtelenítése megtörtént.  
B: a kalapács által a csı végén 
levı gumimembránra mért ütés 
keltette lökéshullámot az 
oszcilloszkóp regisztrálja.  
C: a dokkoló egység (trepanatio 
utáni) elhelyezkedése centrális 
folyadék percussios trauma 
kiváltása esetén. 
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3.2.5. Tormagyökér-peroxidáz alkalmazása 
A tormagyökér peroxidázt (HRP, Sigma Aldrich Hungary) egy órával a koponyasérülés 
elıidézését megelızıen, már altatott és Stoelting stereotaxiás készülékben rögzített koponyájú 
állatban stereotaxiás módszerrel az oldalkamrába injektáltuk (Stoelting stereotaxiás készülék, 
Paxinos-Watson stereotaxiás patkány- agy- atlasz, koordináták: a Bregma kraniometriás pont 
mögött 1mm, laterálisan 1.5mm és az agyfelszíntıl 3.5mm mélyen). 
 
3.3. Kísérletes terápiás vizsgálatok 
 
3.3.1. Az MDL-28170 adagolása 
Az MDL-28170-et, mely az Aventis Pharmaceuticals ajándékaként állt rendelkezésünkre, 
egyszeri, farok-vénába adott 30mg/kg bólus-adagban alkalmaztuk. Oldószerként – s egyúttal a 
kontroll állatok kezelésére is- 1ml vivıanyagot használtunk, mely polyethileneglykol300 és 
etanol 9:1 arányú keverékébıl állt. A fenti adagolást Markgraf és mtsai leírása145 illetve a 
szerzıvel történt levelezés alapján választottuk. (A szer és vivıanyaga nehezen vihetı oldott 
állapotba, kizárólag ultrahangos kezeléssel („szonikátor”) érhetı el a megfelelı injektáláshoz 
szükséges viszkozitás; többek között ez a negatív tulajdonság magyarázza, hogy az Aventis 
gyógyszergyár a kedvezı kísérletes tapasztalatok ellenére nem fejlesztette tovább e szelektív, 
sejt permeabilis calpain inhibitorát.) 
 
3.3.2. A PACAP adagolása 
A PACAP alkalmazásával végzett elsı kísérletes terápiás vizsgálat során 125 µg/kg, 
fiziológiás sóoldatban oldott PACAP-ot adtunk bólusban, intravénásan (i.v.) (v. femoralis 
kanülálás után), közvetlenül a koponyatrauma kiváltása elıtt, míg a kontroll-csoport 
ugyanilyen dózisú vivıanyagot kapott. Az állatok a koponyasérülés elıidézését követıen 2 
illetve 6 órát éltek a szövettani vizsgálatokra történı perfúziós fixálásig; az alkalmazott 
adagolást az irodalomban ischaemiás agyi keringészavar („stroke”) kísérletes vizsgálata során 
leírtak alapján választottuk256. 
A vizsgálatok eredménye (a várt terápiás hatás elmaradása) miatt további kísérleteinkben 
intracerebroventriculáris (icv.) alkalmazással (ld. fent) kerültük meg a vér-agy-gátat, 1 µg, 10 
µg és 100 µg PACAP-ot illetve vivıanyagát, valamint ál-operált állatokat is alkalmazva. A 
túlélési idı 2 óra volt. 
További, a terápiás ablak meghatározását célzó vizsgálataink során a fenti tanulmány 
eredményeit szem elıtt tartva 100 µg PACAP-bólust alkalmaztunk icv., melyet 5µl fiziológiás 
               dc_14_10
 42 
sóoldatban oldottunk fel. A PACAP-ot illetve a kontroll állatok esetében az oldószert 30 
perccel illetve 1 órával a koponyasérülés kiváltását követıen alkalmaztuk, illetve a kísérlet 
során ál-operált/ál-sérült/ állatokat is használtunk kontrollként. A túlélési idı ezúttal is 2 óra 
volt. 
A centrális folyadékperkussziós koponyatrauma modellben végzett vizsgálatok esetén 100µg 
PACAP-bólust alkalmaztunk icv., melyet 5µl fiziológiás sóoldatban oldottunk fel. A PACAP-
ot illetve a kontroll állatok esetében az oldószert 30 perccel a koponyasérülés kiváltását 
követıen adtuk be, 2 órás túlélést hagyva a koponyatrauma után. 
 
3.3.3. Az L-2286 PARP-inhibitor adagolása 
A Pécsi Tudományegyetem Klinikai Kémiai Intézetében dolgozó Hideg Kálmán Professzortól 
kapott PARP-gátlóval végzett vizsgálatok során elıször a dózis-hatás görbét állapítottuk meg, 
melynek során 30 perccel a trauma után 10, 50 és 100µg L-2286-ot 5µl fiziológiás sóoldatban 
feloldva a fent megadott koordináták figyelembe vételével elért jobb oldali oldalsó 
agykamrába bolus-injekció formájában juttattunk be. A túlélési idı az elızı vizsgálatok 
eredményei alapján 2 óra volt. 
Ezen dózis-hatás görbe alapján a továbbiakban mind az IHC, mind a 
viselkedésvizsgálatokban 100µg L-2286/ 5µl fiziológiás sóoldat dózissal dolgoztunk. 
 
3.4. Immunhisztokémiai vizsgálatok 
 
3.4.1. Perfúziós fixálás 
A kísérleti állatok túlaltatása után thoracotomiás feltárásból az aorta descendenst érfogóval 
lezártuk, a bal kamrát megnyitottuk, a felszálló aortát kanüláltuk, s azon keresztül az állatot a 
jobb pitvar megnyitását követıen nyomás-vezérelt perfúziós módszerrel (90 Hgmm), 
fiziológiás sóoldattal (250 ml)-, majd – kezdetben gyors (350 ml) ezt követıen lassú (250 ml) 
cseppszámmal - Millonig-féle foszfát pufferban oldott 4% paraformaldehyde és 0.1% 
glutaraldehyde keverékével áramoltattuk át. Azon vizsgálatokban, ahol elektronmikroszkópos 
szövetfeldolgozást nem végeztünk, a glutáraldehydet nem tartalmazó, ugyancsak 4% 
paraformaldehyd illetve pikrinsav tartalmú Zamboni-féle fixálót alkalmaztunk.  
Egy órával a perfúziót követıen az agyakat eltávolítottuk és ugyanilyen összetételő oldatban, 
immerziós módszerrel, 16-18 órán át utófixáltuk.  
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3.4.2. Az agytörzs feldolgozása 
Az agytörzs további vizsgálatokra történı feldolgozását elısegítették az alkalmazott 
modellekkel nyert korábbi tapasztalatok, melyek alapján a DAI várható anatómiai 
lokalizációja nagy valószínőséggel kiszámítható volt240,277. Ennek megfelelıen az immerziós 
fixálást követıen az agyból egy sagittális agyblokkoló eszközben (Braintree Scientific Inc) a 
középsı, 5mm szélességő hasábot, melynek laterális határa a sulcus parolivaris mediális 
területén, tehát a medulláris pyramistól oldalra helyezkedett el, kimetszettük. Ebbıl a 
blokkból coronalis síkban vezetett metszésekkel leválasztottuk a ponstól a felsı cervicális  
segmentumig terjedı részt, s abból vibratommal [Vibratome Series 1000 (Polysciences Inc., 
Warrington, PA)], agar öntvényben 30-40µm vastag sorozat-metszeteket készítettünk, 
melyeket „semi-serial” technikával az adott kísérleti tervnek megfelelıen úgy rendeztünk el 
12-24 csöves szövettenyésztı tálcákban, hogy egy-egy csı reprezentativ módon a 
feldolgozandó szövetblokk minden területérıl arányosan tartalmazzon több mintát is. A 
szövettenyésztı csı és a feldolgozott terület méretétıl függıen 4-8 metszet került egy csıbe.  
 
3.4.3. Immunhisztokémiai jelfelerısítés –„antigene retrieval” 
Vizsgálataink során mindvégig szabadon úszó (“free floating”) metszeteket használtunk, 
melyeket a metszést követıen foszfát puffer oldatban, majd a nem-specifikus peroxidáz 
aktivitás elnyomására fél órán át 0.5%-os H2O2 oldatban mostunk. 
Az IHC jelfelerısítési illetve érzékenység-fokozási technikák közül a Stone és társai által 
1997-ben a beta-amyloid precursor protein (APP) immunreactivitás (-IR) kimutatására 
kidolgozott mikrohullámú antigén-felerısítési eljárást alkalmaztuk260. A metszeteket nátrium-
citrát pufferbe (pH 6.0) helyeztük, majd egy programozható, magnetronnal mőködı, 900 watt 
teljesítményő (PELCO 3460; Ted Pella, Redding, CA, illetve pécsi kísérleteinknél PELCo 
BioWave 34700-230) speciális laboratóriumi mikrohullámú készülékbe helyeztük. Ezeket a 
számítógéppel szabályozott és ellenırzött hőtırendszerrel ellátott mikrohullámú sütıket úgy 
programoztuk, hogy a citrát pufferben elhelyezett metszetek 2x5 percig, 70%-os 
teljesítménnyel kapjanak mikrohullámú energia-csomagot, s hımérsékletük semmi képpen 
sem haladja meg a 40ºC-ot.  
 
3.4.4. Antiszérumok jellemzése (2-3.táblázat) 
A disszertációban ismertetendı IHC vizsgálataink során az alábbi elsıdleges (“primary”) 
antitesteket használtuk: 
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Az Ab38 kódszámú antitestet (Dr. Robert Siman ajándéka, University of Pennsylvania) a 
spectrin (fodrin) béta alegysége 150-kDa molekulatömegő lebomlási termékének (“spectrin 
breakdown product”, SBDP)  NH2-terminális fragmentuma ellen termeltették, nyúlban223,248-
250
. Ez a specifikus SBDP kizárólag akkor keletkezik, ha a spectrin molekulát a Ca2+ által 
aktivált, calpain nevő enzim bontja, tehát a SBDP-IR kimutatása kizárólagosan jellemzı a 
calpain aktiválódására (“signature protein”)198,225,287,290, ugyanis a caspase-3 hasonló 
mólsúlyú, instabil hasítási termékét az antitest nem jelöli . Az antitestet mind Western blot 
módszerrel, mind kimerítéses, IHC  technikával tesztelte az elıállító és a Cephalon cég 
is207,223,225,250. 
Az RMO-14 kóddal jelölt, egérben termelt monoklonális antitest (Dr. Trojanovsky, 
University of Pennsylvania ajándéka) akkor kapcsolódik a neurofilament közepes 
molekulasúlyú alegységének (“M-subunit”) tövéhez (“rod domain”), ha az oldalkarok 
(“sidearms”) korábban lehasadtak (calpain mediált proteolysis) vagy alapvetı alaki változást 
szenvedtek (calcineurin mediált defoszforiláció), s ez által a rod domain-epitópok 
hozzáférhetıvé válnak. Mivel az axoneredési dombtól kezdıdıen a neurofilament oldalkarok 
döntıen magas szinten foszforiláltak, leszámítva csupán a viszonylag alacsony foszforilációs 
szintet mutató Ranvier befőzıdéseket (“nodal region”), az RMO-14 antitest normális esetben 
az axonokban elhelyezkedı neurofilamentumokhoz nem kötıdik (2.ábra). Ugyanakkor az 
immunszérum kötıdési képessége illetve az IHC specifikussága tekintetében hasznos adat, 
hogy a neuronok, melyek a neurofilamentumokat foszforilálatlan formában tartalmazzák, az 
RMO-14 antitesttel minden esetben, legalábbis enyhe fokban jelöltté válnak, így a vizsgált 
szövettani metszetben autokontrollként is szolgálnak.  
Az antitest alkalmas arra, hogy a DAI kialakulásának korai szakaszában felismerjük azokat a 
károsodott axonszakaszokat, amelyekben a neurofilament oldalkar-módosulás és 
citoszkeletális kompaktálódás  folyamata – s a társuló egyéb axolemmális és axoplazmaticus 
változások - a késıbbiekben az axon duzzadásához és szakadásához, degenerálódásához 
vezethetnek131,186,195,218. 
 Az APP- antitest, mely egér eredető, monoklonális antiszérum, a Boehringer cégtıl, 
majd a Zymed Laboratories Inc.-tól (utóbbi nyúl, polyklonális) került beszerzésre. Az APP 
vezikuláris formában, a gyors axoplazmatikus transzport útján szállítódik, s az 
axoplazmatikus transzport károsodása folytán, lokálisan korán olyan szintet ér el, amely IHC-
val kimutatható, különösen a fent leírt antigén-jelfelerısítési módszer 
alkalmazásával83,94,162,183,196,240-242. 
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2. Táblázat. Felhasznált immunfestési protokollok: calpain-közvetített szerkezeti fehérjebontás  








Ca2+-indukálta, Calpain-mediálta spectrin 
proteolysis (150-kDa spectrin fragmentum ) 
Fény - és elektron 
mikroszkópia 
Biotinilált (B-) Anti-
nyúl, (kecske) 1:400 
RMO-14 (egér) 
1:500 
Neurofilamentum M-alegység, “rod domain” 
(citoszkeletális kompaktálódás) 








Béta-amyloid precursor protein felhalmozódás 





A cytochrome c (cyto-c) kimutatására szolgáló antitest egér eredető, monoklonális, a 
PharMingen állította elı, és kizárólag az extramitochondriálisan elhelyezkedı cyto-c 
kimutatására szolgál72,73. 
Az SBDP-120 antitest az agyi spectrin molekulából kizárólag a caspase-3 enzim által 
kiszakított fragmentum („signature protein”-„kézjegy-fehérje”) kimutatására szolgáló, Kevin 
K. Wang által kifejlesztett polyklonális csirke anti-szérum. 
 
3. Táblázat. Felhasznált immunfestési protokollok: calpain- és caspase-3 közvetített szerkezeti fehérjebontás és a 
mitochondriális károsodás markereinek elemzése 
Elsıdleges antiszérum Cél-epitop Kísérleti cél Másodlagos antiszérum 
Ab38, nyúl1:8000 CMSP (150-kDa SBDP) Rutin FM Biot. Anti-Nyúl, kecske 1:400 
Ab38 nyúl1:5000 CMSP (150-kDa SBDP) Fluoresc. FM- (F-FM) kettıs jelölés 
FITCTSA 
Biot. Anti-Nyúl, kecske 1:400 
Ab38 nyúl1:1000 CMSP (150-kDa SBDP) F-FM kettıs jelölés 594 Alexa- Anti-Nyúl, kecske 
1:200 
SBDP-120csirke 1:3000 120-kDa SBDP, caspase-3 eredető Rutin FM/EM,  Biot. Anti-Csirke, kecske, 1:400 
SBDP-120csirke1:5000 120-kDa SBDP, eredető F-FM kettıs jelölés, FITC-TSA Biot. Anti-Csirke, kecske 1:400 
Cyto c Ab egér1:2000 
PharMing. 
Extramitochondrialis cytochromee c Rutin FM,/EM Biot. Anti-Egér, horse 1:400 
Cyto c Ab egér1:400 
PharMingen 
Extramitochondrialis cytochromee c Fluoresc. FM- 
kettıs jelölés 
594 Alexa- Anti-egér, kecske 
1:200 
p20-Ab, nyúl 1:8000 
R&D Syst. 




β-Amyloid Precursor Protein, 
NH2-vég 
Rutin FM Biot. Anti-Egér, horse 1:200 
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A p20 antitest az R&D Systems által gyártott polyklonális nyúl antiszérum, mely az 
aktivált caspase-3 szelektív kimutatásával az apoptotikus enzimkaszkád végsı végrehajtó 
enzimjének jelenlétét igazolja. 
 
3.4.5. Szövettani metszetek elıkészítése fény- és elektronmikroszkópos immunhisztokémiára 
Az antigén- jel-felerısítés fent leírt folyamatával bezárólag az IHC protokollok teljesen 
megegyezıek voltak, majd foszfát pufferes mosás illetve - a második szérum termeltetési 
fajától függıen - 10%-os normál ló- vagy normál kecske-szérum/foszfát pufferes (NHS/PBS 
vagy NGS/PBS), 0.2% Triton-X-100-at (mind Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) 
tartalmazó oldatában történı 35 perces inkubáció következett. Ez a lépés részben a nem-
specifikus antigén-kötés leszorítását (normál szérum) részben pedig a membránnak az antigén 
általi átjárhatósága növelését szolgálta (detergens). Ezután a megfelelı fajú normál szérum 
1%-os oldatában való rövid mosás illetve az elsıdleges antiszérumban való, 12-16 órás 
(“overnight”) inkubáció következett. Ismételt, normál szérumban való mosás után egy órán 
keresztül inkubáltuk a metszeteket a biotinilált második antitest fenti táblázatban ismertetett 
koncentrációjú oldatában (mind Vector, Burlingame, CA), majd újabb mosás után Vector 
ABC Elite-kit (Vector, Burlingame, CA) 1:100 oldatával csatoltuk a peroxidase enzimet az 
IHC reakció-láncba. Az immunkomplexet az így kötött peroxidase közvetítésével, 
hidrogénperoxid és diaminobenzidin (DAB) (mindkettı Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) 
hozzáadásával tettük láthatóvá, felhasználva, hogy a DAB oxidálódása során barna, tartósan 
stabil, elektrondenz csapadékot képez. 
 
3.5. Fény- és elektronmikroszkópos kettıs jelölési stratégia 
 
Miközben a fenti protokoll tükrözi a fény- illetve elektron mikroszkópos egyes jelölés 
menetét, külön szükséges részleteznünk az Ab38 és RMO-14 antitestek kolokalizálására 
használt különféle kettıs jelölési protokollokat. Bár az IHC repertoár sokféle lehetıséget 
nyújt különbözı antigének egyazon metszetben történı kimutatására sejttesten belül vagy 
szinaptikus kapcsolatban („juxta-pozíció azonosítása), különbözı epitópok egyazon axonon 
belül történı egyidejő megjelenítése számos nehézségbe ütközik. Ilyen feladatra a látszólag 
leghasználhatóbb metodika a fluorescens kettıs jelölés, ám ennek elektron mikroszkópos 
konverziója igen munka- és eszközigényes feladat. A speciális konverziót nem igénylı, 
elsısorban peroxidase alapú színreakciókkal szintén vannak nehézségek. Munkánk során 
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számos chromogén kombinációval próbálkozva megerısíthetjük, hogy a rendkívül 
körülményes protokoll követését igénylı, nehezen diffundáló benzidindihydrochloride 
[BDHC, zöldeskék, (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)]37,127,135, mely ugyanakkor igen jól 
elkülöníthetı, vagy a könnyebben diffundáló, ám fénymikroszkópos szinten nehezebben 
megkülönböztethetı Vector VIP (VVIP, lila)92,299 egyaránt alkalmazható akár egymással, akár 
a DAB-bal (barna) párban, két, eltérı epitóp egyazon metszetben történı megjelenítésére és 
azonosítására.  
Kísérleteinkben az Ab38 és RMO-14 kolokalizálására elıször a fentiekben leírtaknak 
megfelelıen a metszeteket az Ab38 antitesttel inkubáltuk és a reakciót DAB-bal hívtuk elı. 
Ezután a metszeteket foszfát pufferben mostuk, majd 10%NHS-ben blokkoltuk, mely ezúttal 
már nem detergenst, hanem 1:20 arányban higított Vector Avidin Blocking Kit-tet 
tartalmazott. Ezt 1% NHS-ban történt rövid mosás, majd az RMO-14 – antitestben való 12-16 
órás inkubáció követte. Az RMO-14 1:500 hígítású oldata tartalmazott még 1:20 arányban 
oldott Vector Biotin Blocking Kit-tet is. Az inkubációt követı, 1% NHS/PBS-ben történı 
mosás után a metszeteket a második szérummal inkubáltuk, majd századmólos, 7.5 pH-jú 
foszfát pufferben mostuk, Vector ABC oldatban inkubáltuk, és a VVIP peroxidase szubsztrát- 
kit 1:60 hígítású oldatában elıhívtuk. A metszetek egy részét a fenti összetételő pufferból 
vittük tárgylemezre, és tartós alkohol-behatás elkerülésével lefedtük (Cytoseal 60, Thomas 
Scientific, Swedesboro, NJ), más metszetek pedig a késıbbiekben leírandó módon EM 
feldolgozásra kerültek.  
 Azokban az esetekben, ahol a BDHC – VVIP chromogén kombinációt alkalmaztuk, a 
két antigén kimutatása a fentieknek megfelelı szekvenciában történt, azzal a különbséggel, 
hogy az elsı immunreakció, tehát az Ab38 kimutatására a BDHC-t alkalmaztuk. Ez a 
protokoll megkövetelte továbbá, hogy a metszeteket 6.5 pH-jú, 0.01M foszfát pufferben 
mossuk és az elıhívási reakció 4 Co-on történjen. Mindemellett, a BDHC reakcióterméknek a 
további lépések során történı intenzitás-csökkenését kivédendı, a kettıs jelölési folyamat 
további lépéseit, tehát az RMO-14-ben való inkubálást, illetve az RMO-14-kimutatás VVIP-
ben történı elıhívásának teljes folyamatát a fenti pufferben és hıfokon végeztük. A VVIP 
reakció leállítását követıen a metszetek további sorsa megegyezett a DAB - VVIP 
kombináció esetében leírtakkal. 
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3.5.1. Immun-elektronmikroszkópiai szövetfeldolgozás 
Az elektron mikroszkópos (EM) vizsgálatokra, ultrastrukturális analízisre kiválasztott 
szabadon úszó metszeteket osmium tetroxidos impregnálás, felszálló alkoholsorban való 
víztelenítés után plasztik lemezek között mőgyantába (Ted Pella, Redding, CA) ágyaztuk, 
majd a beágyazást követıen a vizsgálandó, IR területeket kivágtuk és plasztik tönkökre 
ragasztottuk. Az így elkészített szövetblokkokból LKB Ultratome-mal 70-100 nm ultravékony 
metszeteket készítettünk, melyeket Formvar-ral bevont mikrorácsokra (grid) terítettünk s két 
percre 50% methanolban oldott 5% uranyl acetáttal, majd egy percre 0.5% ólomcitráttal 
kezeltünk. Ezt a kontrasztosítási lépést több metszet esetében elhagytuk. A metszeteket végül 
egy JEOL-1200 elektron mikroszkópon analizáltuk, a felvételeket pedig transzparencia 
adapterrel felszerelt Epson-800, Professional Series lapscanner-rel, Adobe Photoshop 5.0 
programmal digitalizáltuk.  
A Vector VIP –t tartalmazó metszetek esetében a kioldódást elkerülendı a víztelenítés, 
beágyazás folyamatában a Zhou és Grofova által leírt módszertant alkalmaztuk92,299. 
 
3.6. Speciális kettısjelölési metodika – Tyramide-jelfelerısítés (TSA) 
 
A 30µm vastagságú, vibratommal készített szabadon úszó sorozatmetszetek elıkészítése 
mindenben megfelelt a fentiekben leírtaknak, beleértve a kontrollált hımérsékleten történı, 
mikrohullám-indukálta antigén-jelfelerısítés módszerét is. 
 
3.6.1. Immunfluoreszcencia EM-ra konvertálása TSA-val 
A mikrohullámban történt kezelés után a metszetek 35 percre 0.2% Triton X-100 
(Sigma Chemical; St Louis, MO) feltárásra kerültek a háttér-blokkolást szolgáló 10%-os 
normál kecske- és szamár szérum keverékében (NGS és NDS), foszfát pufferban (PBS). 
Gyors, 1% NGS/NDS tartalmú PBS oldatban történı mosások után a metszeteket az Ab38 és 
RMO-14 elsıdleges antitesteket egyaránt tartalmazó oldatban inkubáltuk éjszakán át (12-16 
óra). A nyúl polyklonális Ab38-at 1:18,000, az egér monoklonális RMO-14-et 1:500 
hígításban alkalmaztuk. Újabb mosások után coumarin /kék/ jelölt szamár anti-egér 
immunglobulin (1:200; Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA) és biotin-
jelölt kecske anti-nyúl immunglobulin (1:400; Vector, Burlingame, CA) keverékében 60 
percig inkubáltuk a metszeteket, majd PBS-ben mostuk ıket. A metszet-elıkészítés minden 
további lépése sötétkamrában, közvetlen fényhatás kerülésével történt. 
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A TSA alkalmazását egyszerősítendı s egyszersmind az eljárás költségeit csökkentendı, 
illetve az ultrastrukturális részletek megırzésének javítására több ponton módosítottuk az 
elsısorban gyenge IHC jel felerısítésére kidolgozott gyári módszertant (eredeti leírás: 
használati utasítás, Renaissance Kit, NEN Life Sciences Products, Boston, MA).  
Összefoglalva, az avidin–biotin–peroxidáz komplexben (ABC standard Elite 
kit; Vector; 1:200) és TNB blokkoló puffer-oldatban (Renaissance Kit, NEN Life Science) 
való 20 perces- illetve PBS-ben 2x10 perces mosás után rhodamine–tyramide 
és biotin–tyramide (Renaissance Kit, NEN Life Science) 1:300- as oldatát alkalmaztuk. Az 
amplifikációs oldat 1:6 arányú keverékét (Renaissance Kit, NEN Life Science) és PBS-t 
használtunk a tyramide törzsoldat feloldására, így készítettük el a „munka-hígítást”. Ezt 
közepes mérető szövettenyésztı tálca csöveiben helyeztük el, 400ml munkahígítást és 6 
metszetet juttatva minden nyílásba (12 nyílás/tálca, Falcon Multiwell Tissue Culture Plate, 
Becton Dickinson Labware; Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ). A metszeteket 12 perc 
inkubálás után 3x10 percig mostuk PBS-ben. (Az eredeti leírás szerint töményen használandó 
amplifikációs hígító PBS-ben hatszorosára hígításával és az eredetileg javasolt Tween-20 
detergensnek a mosó-pufferekbıl való kihagyásával az EM-vizsgálatokat hátrányosan 
befolyásoló membrán károsodás és a feleslegesen magas háttér-immunreaktivitás kivédése 
volt a célunk.)  
A prémium-lemezekre (Fisher Scientific; Pittsburgh, PA) húzott metszeteket 50% glycerol-
bidesztillált víz oldatát felhasználva fedtük le, majd azonnal a Nikon Eclipse E 800 kutató 
mikroszkóp alá helyeztük, ahol Sony Catseye digitális kamerával az immunfluorescens 
axonokat lefényképeztük, a felvételeket digitálisan archiváltuk. Mivel minden metszetet külön 
húztunk fel sorozatszámmal ellátott tárgylemezekre, a metszetek követése nem jelentett 
gondot. A fénykép elkészültével a metszeteket a fedılemezt leoldva eltávolítottuk és avidin–
biotin–peroxidáz 1:200 hígítású oldatában inkubáltuk, majd 0.05% diamino-benzidine (DAB) 
(Sigma) és 0.01% hidrogénperoxid 0.1M PBS-ben oldott elıhívó oldatába helyeztük. (Az 
eredetileg használt ABC komplex peroxidáza önmagában az EM-feldolgozásra alkalmatlanul 
gyenge jelet adott az elıvizsgálataink szerint, ezért volt szükség az ABC-inkubáció 
ismétlésére.) 
 
3.6.2. Ultrastrukturális vizsgálatok 
A korábbi szakaszokban leírt víztelenítés és beágyazás után a digitális felvételeket elemezve 
választottuk ki az EM alatt vizsgálni kívánt területeket. A fluorescens illetve 
fénymikroszkópos felvételekkel való összehasonlításhoz felhasználtuk az utóbbiakon látható 
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speciális azonosítókat, mint például érátmetszetek, szövet-szél, jelölt axonok egymáshoz való 
távolsága. Az azonosított IR axonszakaszok kerültek további- a fentiekben leírtaknak 
megfelelı- részletes EM feldolgozás utáni elemzésre JEOL-1200 transzmissziós 
elektonmikroszkópon.  
 
3.7. Immunfluorescens kettıs jelölési technikák (3.táblázat) 
 
A szenzitivitás növelésére és az antitest felhasználás csökkentésére a tyramide signal 
amplification (TSA) módszert alkalmaztuk109,280 a hagyományos fluorescens IHC 
módszerekkel karöltve. 
A korábbiakban részletezett, alapvetı IHC szövet feldolgozási és inkubációs lepések, 
mikrohullám-kezelés, blokkolás és Tritonos membrán-feltárás után a metszeteket éjszakán át 
inkubáltuk az alábbi oldatok/kombinációk valamelyikében:  
(1) Ab38 (nyúl, polyklonális,1:6000) és cyto-c (egér, monoklonális, 1:300);  
(2) cyto-c (egér, monoklonális, 1:300) és SBDP-120 (csirke, poliklonális, 1:5000);  
(3) SBDP-120 (csirke, poliklonális, 1:5000) és Ab38 (nyúl, poliklonális, 1:1000); valamint 
(4) SBDP-120 (csirke, poliklonális, 1:5000) és p20 (nyúl, poliklonális, 1:500).  
A másodlagos antitestek alkalmazása és a TSA-jelölés kizárólag sötétkamrában történt. Ennek 
során az alábbi kombinációkat alkalmaztuk: 
(1) biotin-jelölt anti-nyúl kecske Ig (Vector Laboratories) és Alexa 594 fluorescenciával 
jelölt anti-egér kecske Ig (1:200, 1% NGS-ben hígítva; Molecular Probes, Eugene, OR), majd 
inkubáció Vector Laboratories ABC kit (1:100)-ben, végül Fluorochrome–TSA-kit (FITC-
TSA, 1:200) kezelés; 
(2) Alexa 594 fluorescenciával jelölt anti-egér kecske Ig (Molecular Probes) és 
biotin-jelölt anti-csirke kecske Ig (1:200, 1% NGS -ben higítva; Vector Laboratories), majd 
inkubáció Vector ABC kit (1:100) -ben, végül Fluorochrome-TSA-kit (FITC-TSA, 1:200) 
kezelés; 
(3) biotin-jelölt anti-csirke kecske Ig (Vector Laboratories) és Alexa 594 fluorescenciával 
jelölt anti-nyúl kecske Ig (1:200, 1% NGS -ben higítva; Molecular Probes), majd inkubáció 
Vector Laboratories ABC kit -ben (1:100), végül Fluorochrome–TSA-kit (FITC-TSA, 1:200) 
–ben történı kezelés; és végül 
(4) biotin-jelölt anti-csirke kecske Ig (Vector Laboratories) és Alexa 594 fluorescenciával 
jelölt anti-nyúl kecske Ig (1:200, 1% NGS -ben; Molecular Probes), majd inkubáció Vector 
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Laboratories ABC kit (1:100) -ben, végül Fluorochrome–TSA-kit (FITC-TSA, 1:200) -ben 
történı kezelés.  
Legvégül, a metszeteket zselatin lemezre húztuk, és Gel/Mount-tal (Blomeda Corp., Foster 
City, CA) fedtük, a fedılemezeket körömlakkal légmentesen zártuk.  A metszetek további 
vizsgálata a megfelelı fluorescens szőrık alkalmazásával Sony Catseye digitális kamerával 
felszerelt Nikon Eclipse 800 kutató mikroszkóp alatt történt. 
 
3.7.1. IHC kontrollok 
A vizsgálatok során felhasznált antitestek mindegyike széles körő elemzésen esett át, melyet 
részben a gyártók, részben pedig a korábbi felhasználók végeztek el131,225,207. Mindazonáltal, 
az eredmények hitelességének további biztosításához újabb vizsgálatokat is végeztünk: 
minden inkubálás során használtunk olyan metszeteket, melyeket az elsıdleges vagy a 
másodlagos antitest kihagyásával kezeltünk, továbbá a TSA kihagyásával folytatott illetve 
többszörös antitest, illetve TSA-higításos kezeléseket is alkalmaztunk.  
 
3.8. Hisztokémia: HRP-kimutatás 
A feltételezett axolemma- károsodás miatt HRP-t felhalmozó axonszakaszok kimutatására a 
fent leírtak szerinti transcardiális perfúzióhoz 2% paraformaldehyde és 2.5% glutaraldehyde  
0.1 M Millonig- pufferben képzett oldatát használtuk. Az agytörzs szokott módon történı 
elıkészítését követıen 50-µm-es vibratom metszeteket készítettünk, és a szövetekben kötött  
peroxidázt a kobalt-glükóz-oxidáz módszerrel tettük láthatóvá195,219. Ennek során a 
metszeteket 37°C-on 0.05% DAB, 0.2% -D-glucose, 0.04% ammónium klorid, és „glucose 
oxidase type II” (0.41 mg/100 ml) 0.1 M Millonig pufferen képzett oldatában inkubáltuk 
kétszer egy órán át. A metszeteket üveglemezre húztuk, szárítottuk, alkohol-xilol fürdıben 
derítettük, majd fénymikroszkópos vizsgálatra alkalmas fedılemezzel fedtük. 
 
3.9. Az eredmények feldolgozása 
 
3.9.1. Digitális képrögzítési technika, fotómunka 
A foszfát pufferbıl lemezre húzott metszetek víztelenítése és lefedése után azokat egy Sony 
Catseye digitális kamerával felszerelt Nikon Eclipse 800 (illetve Pécsett SPOT-RT kamerás 
NIKON 600) photomikroszkóppal elemeztük, a digitális felvételeket Adobe Photoshop 
programmal rögzítettük, a papírképeket Sony printeren nyomtattuk ki.  
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3.9.2. Kvantitatív feldolgozás – képelemzés, statisztika 
Az eredmények kvantitatív feldolgozása minden kísérlet során vak módszerrel történt, a 
vizsgált minták eredetét illetıen tájékozatlan közremőködı bevonásával.  
A vizsgálatokat Olympus BH-2 Microscope, Nikon digitális kamera és a hozzá kapcsolt, 
számítógép-vezérelt képelemzı rendszer segítségével (Imaging Research, St. Catherine's, Ont. 
Canada) valamint Pécsett NIKON Eclipse 600 és hozzá kapcsolt SPOT Diagnostic 
Instruments Inc. SPOT-RT 2.2.1 kamera és NIH IMAGE J, UTHSCSA-IMAGETOOL 3.00, 
valamint IMAGE-PRO PLUS 5.0.1 képelemzı programok alkalmazásával végeztük.  
 
3.9.3. Statisztikai módszerek. 
A károsodott axonok denzitás (mm2-re vonatkoztatott jelölt axon-szám) értékeinek kvantitatív 
összehasonlítására SPSS 7.5 for Windows szoftver alkalmazásával, Scheffe-féle post hoc 
többváltozós analízissel kiegészített ANOVA segítségével került sor, a szignifikáns különbség 
határértékét p<0.05-ben határoztuk meg. 
Az axolemma károsodás következtében HRP-t felvevı axonok hosszának és vastagságának 
elemzése során Student-t tesztet használtunk.  
A kísérletek során több protokollt alkalmaztunk:  
A CMSP idıbeli lefolyásának elemzésére a decussatio pyramidorum területérıl 
választottunk metszeteket s e területrıl nyertünk digitális felvételt 20X objectiv és 2.5X 
intermedier lencse alkalmazásával. A képelemzést egy olyan, 125,000 µm2 területő 
négyszögre korlátoztuk, amelynek hossztengelye a lemniscus mediális lefutásával volt 
párhuzamos, caudális, vertikális axisa a decussatio leg-rostralisabb rostjain haladt át, s maga a 
négyszög egyenlı felszínt fedett be mind a medulláris pyramisból mind pedig a LM-ból.  
E területen belül megjelöltük mindazon immunreaktív axonszegmentumokat, melyeknek 
bármely átmérıje az öt mikrométert meghaladta, majd a jelölt, Ab38-IR axonszakaszokat 
leszámolva, az Ab38-IR axonok denzitását mint reaktív axon per négyzetmilliméter 
számoltuk, illetve fejeztük ki, s e denzitás értéket használtuk a további statisztikai 
számításokhoz.  
A mitochondriális károsodás -, illetve a calpain- valamint caspase – közvetített 
axonális szerkezeti fehérjebontás immunhisztokémiai jeleinek quantifikálása során a 
rendszerezetten („semi-serial”) győjtött metszetekbıl a fent leírt lencsékkel a medulláris 
pyramis területén meghatároztuk a pyramis craniális („A”) és caudális („B”) végpontja közti 
„d” távolságot, melynek középsı és disztális   harmada határán centráltuk a mikroszkóp 
lencséjét a corticospinális tractusra (CSpT).  Ezt követıen 20-as objektívre váltva e területrıl 
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digitális képet készítettünk, majd ugyanezen metszetrıl a „B” pont magasságában a fasciculus 
longitudinális mediális (MLF) területérıl is készítettünk ugyanezen objektívvel felvételt. 
A fentiekben hivatkozott digitális képelemzı rendszer segítségével történt a képek további 
feldolgozása: mind a CSpT, mind az MLF területére egy 100,000 µm2 (200x500) rácsot 
vetítettünk, és a már hivatkozott kizárási küszöböt meghaladó mérető, immunpozitív axon-
profilokat manuálisan megszámoltuk, a további feldolgozás pedig a fent leírtak szerint történt. 
A koponyasérülés kiváltotta gerincvelıi axonkárosodás elemzésekor a medulláris 
pyramis területén két, egyenként 40.000µm2—es rácsot vetítettünk a NIKON 600-as 
mikroszkóp és SPOT-RT 2.2.1 digitális kamera (SPOT Diagnostic Instruments Inc.) 
segítségével 50x-es nagyításon felvett képre, (NIH IMAGE J és UTHSCSA-IMAGETOOL 
3.00) s a fenti kizárási kritériumok mellett az összes immunpozitív axon-profilt leszámoltuk, 
míg az MLF területén egy 25X-ös nagyításon felvett képre vetülı 160.000µm2-es rácsban 
végeztünk hasonló számolást. Ugyanezt végeztük el a C1 szegmentum területén is. A C-Th. 
átmenet területén állatonként hat, rendszerezetten győjtött metszetben a 2µm-nél nagyobb 
átmérıjő axon-profilokat számoltuk meg egy 160.000mm2-es rácsban, melyet úgy vetítettünk 
a digitális fényképre, hogy a legtöbb károsodott axont foglalja magában. A Th-L. területen 
hasonló módon jártunk el, itt azonban nem a fenti régióknál alkalmazott, fent leírt denzitás-
meghatározási módszert követtük, hanem –az immunreaktív axonok alacsony száma miatt- az 
egy adott rácsban detektált összes jelölt axon számát határoztuk meg.  
A kísérletes terápiás vizsgálatoknál (MDL-28170, PACAP, PARP-inhibitor) 
hasonló módon jártunk el (csupán az alkalmazott rács méretében volt eltérés az egyes 
kísérletek során); az MDL-28170-re vonatkozó kísérletek esetében a permeabilitási 
vizsgálatoknál meghatároztuk a kijelölt rácsba esı HRP-jelölt axonok átlagos hosszát, 




3.10.1. Egyensúlyozás teszt 
Az egyensúlyozás teszt (beam-balance teszt) a finom-motoros koordinációbeli károsodások 
vizsgálatára létrehozott módszer, amellyel a betegek olyan mindennapi tevékenységét lehet 
rágcsálókon kísérletesen utánozni és vizsgálni, mint a járás és egyensúlyérzet. A mozgás 
koordinálásában az asszociációs kéreg, a szenzomotoros kéreg, a törzsdúcok, a kisagy, az 
agytörzs valamint a gerincvelı egyaránt részt vesz. Neuronális szinten a vesztibulo-motoros 
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funkciókat a corticospinális neuronok, a nigrostriális neuronok, a nucleus accumbens, a 
bazális ganglion és a thalamusz közvetíti99. Ha ezek közül valamelyik rendszer károsodást 
szenved, akkor a motoros funkciókban zavar lép fel.  
Vizsgálataink során a mőtét elıtt 1 nappal minden egyes kísérleti állatot addig kondicionáltuk, 
amíg képesek lettek az egyensúlyukat három egymást követı próbálkozás során 60 mp-ig 
megtartani egy 1,5-2cm szélességő fából készült gerendán, amit 60cm magasságban 
helyeztünk el egy szivacspárna felett.  Minden állatot a trauma után naponta egy alkalommal 
teszteltük (trauma után 1órával majd naponta, azonos idıben 1x a 7. nappal bezárólag). Az 
állatokat a vizsgálat után a Clifton és mtsai által meghatározott értékelés alapján pontoztuk45: 
1, egyensúlyi helyzetet vesz fel és azt meg is tartja; 2, megfogja a gerenda két oldalát és/ vagy 
egyenetlen mozgást végez; 3, a gerendába kapaszkodik leesés nélkül; 4, megpróbál 
egyensúlyozni, de leesik; 5, függeszkedni próbál, de leesik; 6, egyáltalán nem képes fent 
maradni a gerendán, leesik. 
A vizsgálat kiértékeléséhez az egyes vizsgálati csoportokba tartozó állatok napi eredményeit 
átlagoltuk, majd az egyes csoportok átlagát számoltuk, és statisztikai hipotézisvizsgálatokat 
végeztünk a csoportátlagok összehasonlítására. 
 
3.10.2. Emelt keresztpalló teszt 
A különbözı súlyosságú koponyasérülés után gyakran lép fel kisebb-nagyobb mértékő 
szorongás vagy depresszió39,71,113,143. Az emelt keresztpalló teszt (elevated plus maze test, 
EPM) a szorongás mértékének vizsgálatára alkalmas vizsgálati módszer.  
A berendezés 2-2 egyforma hosszúságú karból (45cm hosszú, 10cm széles) áll, amelyek egy 
pontban (középen) találkoznak. A zárt karokat 3 oldalról 30cm magas fal veszi körül, míg a 
nyitott karokat nem övezi fal.  
A nyitott, illetve zárt karban eltöltött idı aranyának, valamint a nyitott karba való belépések 
számának változása alapján lehet következtetni a szorongás mértékére, alakulására193.  
Salum és mtsai231 szerint a sérülést nem szenvedett állatok ebben a tesztben közepes 
szorongási szintet mutatnak, vagyis elınyben részesítik a védettséget nyújtó zárt kart.  
Állatkísérletes vizsgálatainkban az emelt keresztpalló tesztben a trauma után fellépı 
szorongást vizsgáltuk a trauma utáni 6. napon. Az állatokat egyesével a berendezés közepére 
helyeztük. Egy, a kísérlet szempontjából tájékozatlan („vak”) megfigyelı videokamera 
segítségével rögzítette az 5 perces idıintervallum alatt az egyes állatok tevékenységét. A 
kiértékelés során az alábbi paramétereket vizsgáltuk: fej-bedugások száma a nyitott karba, 
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belépés mindkét mellsı lábbal a nyitott karba, ágaskodás a nyitott illetve a zárt karban, nyitott 
illetve zárt karban töltött idı, szırtisztító magatartás (ld. a porond tesztnél) a zárt karban. 
 
3.10.3. Porond- teszt 
A motoros funkciók vizsgálatára létrehozott, leginkább standardizált, általános módszer az 
porond (open field) teszt. Ebben a tesztben lehetıség nyílik a spontán mozgások (lokomotoros 
aktivitás) mennyiségi változásának nyomon követésére. A lokomotoros aktivitás alatt mind a 
megtett utat (crossing, horizontális mozgások), mind a sztereotip ágaskodásokat és a 
mosakodó/szırtisztító magatartást (rearing, grooming, vertikális mozgások) értjük. Maga a 
vizsgálati mezı egy 50cm magas falú és 70X70 cm alapterülető, és egy 4x4-es négyzetrácsos 
térrészre osztott, álló alapú faláda. A kísérleti állatokat a sérülés utáni nyolcadik napon 
szállító ketrecben vittük a vizsgálati helyiségbe, ott 30 percig tartottuk ıket ketrecükben 
(szoktatás az új környezethez), majd az open field apparátus közepébe helyeztük az állatokat 
egyenként. Az 5 percig tartó teszt során videó kamera segítségével rögzítettük a kísérleti 
állatok mozgását, majd az elemzés során, az egyes négyzeteken való áthaladások (minimum 3 
láb egy négyzetben jelent 1 „crossing”-ot), és a mosakodások valamint ágaskodás számát 
megállapítottuk. Ezután csoportátlagokat képeztünk és statisztikai összehasonlításokat 
végeztünk.  
 
3.11. A Pécsi Súlyos Koponyasérült Adatbázis Feldolgozása 
 
A Pécsi Súlyos Koponyasérült adatbázist 2002-ben alapította e disszertáció szerzıje azzal a 
céllal, hogy a klinikai epidemiológiai kutatásokhoz illetve a betegek követéséhez használható 
információs bázist teremtsen és az ellátás-, az alkalmazott protokollok auditálást szolgálja.  
A rendszerbe 2009. december végéig 341 súlyos koponyasérült adatai kerültek.  
Ezen adatok egy része klinikai információ, mely a Klinika Intenzív Osztályán rögzített 
élettani adatokat (Philips Intelliview MP40 monitor-rendszer adatai 72 óránként letöltve 
központi monitorról, 5 perces intervallumokban: ICP, MABP, invazív BP, HR, EKG, SatO2), 
továbbá GCS, GOS, agyi oxigén és szöveti hımérséklet (Licox) illetve agyi vérátáramlás 
(Hemedex), Astrup értékeket tartalmaznak. 
A PTE ÁOK, majd KK Regionális Kutatásetikai Bizottság illetve az US Department of 
Defense folyamatos ellenırzése illetve engedélye alapján az abba beleegyezı 
betegek/hozzátartozók esetében rendszeres szérum és liquor-mintavétel történik (utóbbira a 
külsı kamrai drain indikációjának standard ellátási protokoll szerinti felállítását követıen 
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kerülhet sor), a CT és MRI vizsgálatok archiválása mellett a mikrobiológiai tenyésztések 
eredményét is tartalmazza az adatbázis. 
Emellett az elbocsátott betegek rendszeres visszarendelése, a túlélık kognitív tesztbattériával 
való követése illetve endokrin követéses vizsgálatok képezik a rendszer további elemeit.  
 
3.11.1. Liquorminták elemzése 
Klinikai vizsgálatainkat a PTE ÁOK, majd KK Regionális Kutatásetikai Bizottságának 
(Institutional Review Board) illetve az US Department of Defense engedélyével a Helsinki 
Deklaráció (Good Clinical Practice) elveinek teljes betartásával végeztük. A vizsgálatokba 
bevont betegek kezelésének és neuro-monitorozásának menete minden vonatkozásban 
megfelelt a klinikai rutin ellátást meghatározó protokolloknak. A vizsgálatokba bevont 
betegekbıl az agyvíz mintát az érvényes ellátási irányelveknek megfelelı kezelésük részeként 
szükségessé váló beavatkozások (külsı kamrai drainage, lumbális punkció) során nyertük. 
Tizenkét súlyos koponyatraumát (GCS <9), 3 subarachnoideális vérzést (SAV) illetve 
3 intraventrikuláris vérzést (IVV) szenvedett, továbbá 3 agytumoros beteg – ICP kontroll 
céljából behelyezett agykamrai katéteren keresztül lebocsátott – liquor-mintáin, illetve 5, 
meningitis vagy sclerosis multiplex kizárására negatív eredménnyel diagnosztikus-célú 
lumbál-punkción átesett beteg liquor-mintáin a calpain- és caspase-specifikus SBDP-k 
kimutatására Western blottot végeztünk. A kapott eredményeket denzitometriás módszerrel 
hasonlítottuk össze. Néhány beteg esetén e kóros fehérjék jelenlétét a liquorban a traumától 
eltelt idı függvényében is meghatároztuk. 
A kamrai katéteren keresztül vagy lumbál-punkcióval nyert liquor-mintákat a calpain- 
és caspase-specikifus SBDP-k kimutatására dolgoztuk fel. A mintákat 100kD-s szőrıt 
használva Amicon ultrafiltrációs készüléken átszőrtük, majd a fehérje-koncentrációikat 
fotometriás módszerrel megmértük. A 20µg fehérjét tartalmazó mintákkal 6.5 %-os gélen 
nátrium-dodecil-szulfátos polyakrilamid gél-elektroforézist végeztünk, majd a gélrıl a 
fehérjéket nitrocellulóz membránra transzferáltuk. A membránokat az alfa-II spectrint és 
lebontási termékeit egyaránt kimutató (éppen ezért immunhisztokémiai vizsgálatokra nem 
alkalmas) MAB1622 egér antitesttel (Chemicon, 1:5000), majd biotinilált anti-egér 
másodlagos antitesttel (1:1000), végül streptavidin-biotinilált peroxidáz komplexben 
inkubáltuk. Az immunjelölést kemilumineszcens reagens segítségével Kodak filmeken tettük 
láthatóvá. Az eredményeket denzitometriás módszerrel értékeltük és t-próbával hasonlítottuk 
össze.  
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3.11.2. Prognosztikai Vizsgálatok 
Vizsgálatunkban a klinika súlyos koponyasérült adatbázisának elemzése során 99 súlyos 
koponyasérült (post-resuscitatiós GCS 8 vagy az alatti) CT vizsgálatait és túlélési adatait 
vetettük egybe. Negyvenhat esetben hagyományos CT felvételek kiértékelésére volt 
lehetıség, 53 alkalommal digitális képek számítógépes analízise történt DicomWorks 1.3.5 
szoftverrel. Minden esetben a kórházba kerülés utáni – súlyos koponyasérültekrıl 
rutinszerően készülı – legelsı CT vizsgálat felvételeit tanulmányoztuk, hogy ily módon 
elkerüljük a másodlagosan kialakuló és az esetleges sebészi tevékenység következtében 
létrejövı elváltozások zavaró hatását. A Marshall-féle beosztás valamint a Rotterdam score 
megállapításán túl számos további, klinikai tapasztalatok szerint a koponyaőri 
nyomásfokozódás indirekt jeleként értelmezhetı elváltozást elemeztünk. Ilyenek voltak 
többek között: contusiós vérzés; oedema részleges/generalizált; epidurális vérzés; impressiós 
törés; intracerebrális vérzés; kamrába törı vérzés; petechiás vérzés; subarachnoideális vérzés; 
subdurális vérzés; ciszterna kompressziója/hiánya; középvonal eltolódás; plexus choroideusok 
és corpus pineale szimmetriája. Dicommal elemezhetı eseteinknél emellett vizsgálatra került 
a contusiós vérzés térfogata (cm3); epidurális vérzés térfogata (cm3); intracerebrális vérzés 
térfogata (cm3); subdurális vérzés térfogata (cm3); vérzések össz-térfogata (cm3).  
Adataink statisztikai feldolgozásához egy-, illetve többparaméteres logisztikus regressziót 
alkalmaztunk SPSS 11.5 szoftver segítségével. 
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4. EREDMÉNYEK ÉS MEGBESZÉLÉS  
 
I. A diffúz axonális károsodás kialakulásának vizsgálata - Fehérjebontó folyamatok 
szerepe a diffúz axonális károsodás kóreredetében I. 
 
i., a calpain aktiválódásának és az axonkárosodás klasszikus markereinek viszonya- 
illetve a spectrin-lebontás tér-és idıbeli alakulásának vizsgálata. 
 
Vizsgálatunk célja a Ca2+ beáramlás- kiváltotta CMSP IHC kimutatásán keresztül annak 
kiderítése volt, hogy pontosan milyen szerepet játszhat a Ca2+ kiváltotta strukturális 
proteolízis a DAI patogenezisében.  Az általános elméleti bevezetıben leírtaknak megfelelıen 
feltételeztük, hogy a koponyasérüléskor ébredı nyíróerık hatására létrejövı kezdeti 
membránpermeabilitás-változás (axolemmális mechanoporáció) hatására az axonba Ca2+ 
áramlik, mely a CMSP aktiválódásához és következményes citoszkeletális fehérje-
emésztıdéshez vezet. Mint azt korábban szintén leírtuk, arra számítottunk, hogy egy azonnali, 
kontrollálatlan fehérje-emésztés helyett a CMSP-IR fokozatosan aktiválódik, s ennek 
megfelelıen mind az IHC-val detektálható axonok mennyisége mind pedig az egyes 
axonokon belüli ultrastrukturális folyamatok idıben progressziót mutatnak.  
A vizsgálatok fontos részét képezte annak a kérdésnek a megválaszolása, hogy a Ca2+-
indukálta CMSP IHC valóban kolokalizálható-e a DAI-ban korábban leírt klasszikus 
markerekkel, azaz a CMSP és a DAI megjelenése és progressziója térben és idıben 
összekapcsolhatók-e.  
A vizsgálatokat összesen 24 patkányon végeztük: IA-sérülést alkalmaztunk 15, 30, 60 és 120 
perc túlélési idıvel, túlélési idınként 6 állatot operáltunk, ebbıl 1-1 traumát nem szenvedett, 
de a mőtéti fázisokon (altatás, fémkorong-felhelyezés, trauma-készülékben történı 
pozícionálás, ébresztés) átesett kontroll volt (“sham control”). A szövetfeldolgozás az 
általános metodikai fejezetben leírtaknak megfelelıen zajlott, a sorozat-metszeteket hat 
csoportba győjtöttük (“semi-serial sections”), Ab38 egyes jelölést alkalmaztunk fény- illetve 
elektron mikroszkópiára (egyes és kettes csoport), RMO-14 egyes jelölést fény-és elektron 
mikroszkopiára (hármas és négyes csoport) és a korábban részletezett módon, kétféle 
peroxidase alapú színreakcióval elıhívott Ab38-RMO-14 jelölt metszeteket dolgoztunk fel 
fény- (ötös csoport) és elektron mikroszkópiára (hatos csoport). Az egyes és hármas 
csoportból retrospective minden olyan metszetet, amely a pyramispálya keresztezıdését 
tartalmazta, a metodikai fejezetben leírt módon kvantitatív elemzésnek is alávetettünk. 
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E jól karakterizált és széles körben használt impakt-akcelerációs TBI modellt 
alkalmazva sikerült kimutatnunk a Ca2+-indukálta cisztein proteáz, a calpain aktiválódását -
annak spectrin-hasító tulajdonságát felhasználva- a patkány corticospinális pályája 
pyramidalis szakaszán továbbá a lemniscus mediálisban és a fasciculus longitudinális  
mediálisban. 
Túl azon, hogy e vizsgálatok elsıként igazolták a calpain-mediálta spectrin proteolízis 
jelenlétét (CMSP) DAI-ban, mind a fény-, mind pedig az elektronmikroszkópos 
megfigyeléseink újszerőek voltak a fent ismertetett klasszikus Ca2+-hypothesis tükrében. 
Szemben a korábbi elképzelésekkel azt találtuk, hogy a Ca2+-indukálta proteolízis 
aktiválódása idıben elnyújtott folyamat: a sérülés utáni 15 perctıl 120 percig vizsgálva az IR 
axonok számának fokozatos emelkedését észleltük, a 15 és 60 illetve a 30 és 120 perces 




Míg a traumát követı korai idıpontokban az IR axonok morfológiailag kevéssé változtak, 
minimális duzzadás, kezdıdı vacuolizáció jellemezte csupán ıket (7.A.ábra), addig a 60-120 
perces idıintervallumban mind több erısen duzzadt, helyenként lefőzıdı, megszakadó profilt 
találtunk; mindez jól mutatta a DAI progresszióját a CMSP-IR axonszakaszokban (7.B.ábra).  
6. ábra. CMSP-IR károsodott axonok 
átlagos denzitásának eloszlása (95% 
konfidencia intervallumok (CI) 
összehasonlítása).  
A 30 és 60 perc túlélési idınél számolt 
denzitás-érték már egyértelmően 
szignifikáns növekedést mutat. 






Az immun-elektronmikroszkópos vizsgálatok további -a Ca2+-aktiválta proteolyticus 
folyamatokról vallott korábbi nézetek tükrében ugyancsak meglepı- adatokat eredményeztek; 
míg 15 perccel a trauma után az IR csapadék csaknem kizárólag az axolemma alatt, a 
subaxolemmális kompartmentben tárolódott, s mindössze csekély elektrondenz DAB 
csapadék volt megfigyelhetı az axoplazmában, ott is elsısorban a duzzadt mitochondriumok 
felszínén (8.A.ábra), addig 30-60 perc után fokozatosan emelkedett az axoplazmában 
található csapadék mennyisége, s 120 perc után rendszerint a teljes axoplazmát kitöltötte, nem 
téve immár lehetıvé a CMSP-IR kompartmentális elhatárolását (8.B.ábra).  
 
Fény- és elektronmikroszkópos kettıs jelölési technikák (9-10.ábra) alkalmazásával a DAI 
jelenleg ismert legérzékenyebb IHC markerének, a NF oldalkar-módosulásán alapuló 
citoszkeletális kompaktálódást (“neurofilament compaction”, NFC) kimutató RMO-14 
antitestnek és a CMSP markerének (Ab38) eloszlását összehasonlítva, kolokalizációjukat 
egyértelmően sikerült minden vizsgált idıpontban igazolni, ezzel is alátámasztva, hogy a 
calpain-mediálta spectrin proteolysis kiemelkedı szerepet játszik a DAI patogenezisében.  
8. ábra. A CMSP-IR ultrastrukturális megjelenése 30 perccel (A) és 60 
perccel IA koponyasérülés után (B). A trauma után röviddel 
subaxolemmálisan (nyilak) és a károsodott mitochondriumok (M) körül 
látható elektrondenz-DAB csapadék, míg a késıbbi felvételen a 
reakciótermék az axont teljes keresztmetszetében fedi. 
A B 
7. ábra. A CMSP ICH markerével jelölt axonok 15 perccel és 2 órával a trauma után. A: a korai 
posttraumás idıszakban megvastagodott, lineáris, vacuolizált axonszakaszok, a késıi szakaszban (B) 
lefőzıdött, végbunkó képzıdést mutató profilok láthatók. 
A B 
               dc_14_10
 61 
 
Mind BDHC és VVIP mind pedig DAB és VVIP chromogének kombinálásával 
egyértelmően igazoltuk, hogy a CMSP és a NFC jelensége a vizsgált idıtartamban (a trauma 
utáni 15-120 perc) a károsodott axon szakaszban kolokalizált.  
 
A kolokalizációra vonatkozó adatok alátámasztották azokat az ultstrukturális, egyes jelöléső 
IHC-EM vizsgálatokból származó megfigyeléseinket, melyek szerint a CMSP jelenségét 
mutató axonszakaszokban az axonális károsodás klasszikus jeleit, azaz mitochondriális 
duzzadást, neurofilament kompaktálódást, a mikrotubulusok számának csökkenését, a myelin 
hüvely fellazulását és periaxolemmális terek képzıdését találtuk. A kettısen jelölt 
axonszakaszokban a túlélési idı függvényében a CMSP-IR ugyanolyan 
kompartmentalizálódást mutatott, mint azt fentebb az egyes jelölés ultrastrukturális elemzése 
kapcsán már részleteztük.  
Mind a fény-, mind az elektronmikroszkópos megfigyelések során találtunk azonban –
elsısorban a medulláris pyramis területén- olyan vékonyabb axonszakaszokat, melyek már a 
sérülés utáni korai vizsgálatok esetén (15 perc) súlyos károsodást mutattak; bennük a 
finomszerkezetet teljesen elfedı IR-t jelzı AB-csapadékot találtunk.  
 
Következtetések 
Megfigyeléseink értelmezéséhez és azok patofiziológiai jelentısége felismeréséhez a spectrin 
bevezetıben leírt, a subaxolemmális „membrán-szkeleton” kialakításában játszott szerepére 
kell emlékeztetni53,54,84. Figyelembe véve a fent leírtakat illetve a Povlishock-munkacsoport 
9. ábra. Kettısen jelölt axonok a CSpT-ban 15 (A) illetve 120 perccel (B) trauma után. A.: CMSP (lila, VVIP) illetve a NFC 
(kék, BDHC), B: CMSP (barna, DAB) illetve NFC (kék, BDHC) IHC markerének kolokalizációja. 
A B 
10. ábra. Elektronmikroszkópos felvétel a CMSP (DAB, 
nagyobb precipitátum) illetve a NFC (VVIP, kisebb, 
kerek precipitátum) ICH markerével kettısen jelölt 
axonszakaszról, 30 preccel trauma után.  
Jól látható, hogy a DAB-csapadék a subaxolemmális 
térben, illetve a kompaktálódott neurofilamentumokon 
jelenik meg (nyilak, ill. üres nyilak), míg a VVIP a 
kompaktálódott citoszkeletonon foglal helyet 
(nyílhegyek). A csillag a fellazult szerkezető myelint jelzi. 
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korábban említett, a sérült axon szakasz membrán permeabilitás-változására vonatkozó 




egyértelmően a traumától eltelt idıtıl függı kompartmentalizációt mutatott, az alábbi elmélet 
körvonalazható.  
A trauma- kiváltotta axonális feszülés hatására Ca2+ áramlik a vongálódásnak - alaki 
adottsága és/vagy lefutása alapján - kitett axonszakaszba. A Ca2+ indukálta fehérjelebomlás a 
korai szakaszban limitált, kezdetben a subaxolemmális kompartmentre korlátozott (11.ábra). 
Mindez jól megfelel a calpain aktiválódásáról vallott jelenlegi biokémiai felfogásnak, mely 
szerint egy membrán-phospholipid-kapcsolt folyamatról van szó, melynek elengedhetetlen 
feltétele a calpain translocatiója a membránra.   
Ezen Ca2+-indukálta subaxolemmális fehérjebontás az integráns membránfehérjékhez 
ankyrinen keresztül illetve közvetlenül is kapcsolódó spectrin-váz lebontása következtében 
destabilizálja az axolemmát, a Ca2+ beáramlása immár kiterjedt intraaxonális proteolízist 
indukál s így az axon károsodása visszafordíthatatlanná válhat (12.ábra) (ld. még az egyidejő 
caspase-aktiválódásra vonatkozó megjegyzéseket).  
A Ca2+ hatására aktiválódó calcineurin-okozta neurofilament oldalkar-defoszforilálódás186, 195 és a 
calpain okozta proteolytikus oldalkar-módosulás együttesen a neurofilamentumok közti távolságot 
fenntartó ionkölcsönhatások („repelling forces”) megváltozásához és ezen keresztül a 
neurofilamentek közti távolság csökkenéséhez, az axonális citoszkeleton kompaktálódásához 
vezetnek. Mindez jelentısen felgyorsíthatja az intraaxonális fehérjelebomlás folyamatát, hiszen a 
Mitochondrium 









11. ábra. A Ca2+-indukált spectrin proteolysis szerepe a DAI kóreredetében: a 
mechanoporáción alapuló calpain-kaszkád elmélete-I. A korai szakaszban a 
proteolízis kiterjedése korlátozott. 
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neurofilamentumok defoszforilált formában jóval érzékenyebbek fehérjebontó 
enzimekre77,90,188,227,234.  
A beáramló Ca2+ ugyanakkor a mikrotubulusok ion-erısség függı disszociációját elıidézve 
közvetlenül felelıs azok számának csökkenéséért.  
A fokozott Ca2+-beáramlás hatására kialakuló mitochondriális károsodás patobiológiai 
jelentıségével lentebb foglalkozunk, itt megjegyezzük, hogy a mitochondriális laesio az 
ionpumpa-mőködés hátráltatása, az axonális energia-homeosztázis zavara következtében 
tovább gerjeszti a divalens kation-beáramlás indukálta patológiás fokú fehérjeemésztést. 
Mindezen, viszonylag kismértékő citoszkeletális változások mellé a túlélési idıtıl függıen 
egyre nagyobb fokú, az axoplazma egészére kiterjedı CMSP kialakulása társul, amely a 
citoszkeleton destruálódásához, a mitochondriális permeabilitási pórus direkt, proteolytikus-
úton történı kinyílásához és az axonális transzportfolyamatok összeomlásán keresztül 
organellum akkumulációhoz, az axon fokális duzzadásához és kettészakadásához vezet.  
 
 
ii., Fény-és elektronmikroszkópos kettıs-jelöléses vizsgálatok egyszerősítésére szolgáló 
immunhisztokémiai eljárás kidolgozása az axonkárosodás kórfolyamatainak 
vizsgálatára. 
 
A kutatás e fejezetének elsıdleges célja a fluorescens kettısjelölési technikák 
Mitochondriu
m
Ca2+ Ca2+ Ca2+ 
 Ca 2+  Ca 2+  Ca 2+ 
CMSP 
60 min 
12. ábra. A Ca2+-indukált 
spectrin proteolysis szerepe a 
DAI kóreredetében: a 
mechanoporáción alapuló 
calpain-kaszkád elmélete-II. 
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elektronmikroszkópos vizsgálatokra történı konvertálására szolgáló módszertani újítás 
kidolgozása és tesztelése volt, mindazonáltal a vizsgálatok eredményei egyértelmően 
megerısítették a calpain-mediált fehérjebontó folyamatoknak a diffúz axonkárosodás 
kóreredetében játszott szerepével kapcsolatos korábbi megfigyeléseinket. 
Fénymikroszkópos vizsgálataink során döntıen a CSpT és az MLF területén találtunk 
a neurofilamentumok kompaktálódását (RMO-14) és a calpain-mediált spectrin lebontást 
(CMSP/Ab38) jelzı IR-t (13.ábra). Míg fél órával a trauma után lineáris, alig vastagodott 
axon szegmentumok jelölıdtek a fenti markerekkel, addig három óra elteltével az 
immunreaktív axonok nagy része duzzadt, vacuolizált, némelyikük teljességgel kettészakadt 
volt. Az axonok többsége coumarin és rhodamine fluorescenciát egyaránt mutatott, jelezve a 
vizsgált elsıdleges antitestek colokalizációját. Ez a kolokalizációs módszer jóval inkább 




A hagyományos IHC alkalmazáshoz képest 25-40%-ra csökkentett koncentrációjú Ab38 elsı 
antiszérumot a gyári protokollhoz képest 1/6-nyi koncentrációjú tyramide elıhívó oldatban 
megjelenítve is kiváló jel/zaj arányú, azaz alacsony háttér-festéső immunreakciót kaptunk, 
13. ábra. Fluorescens kettıs 
jelölt axon 30 perccel 
trauma után: a jel EM 
konverziója. 
A: Kék coumarin jelöli az 
RMO-14 (NFC) antitestet, 
ugyanezen axonban piros 
rhodamine-tyramide jelzi az 
Ab-38-at (CMSP) (B). C: A 
és B digitális egybevetése (a 
püsöklila, kettısen jelölt 
axon alatt egyes jelölt kék, 
azaz NFC-t mutató 
axonszakasz látható.)  
D: a TSA→DAB konverzió. 
E és F az EM konverzió 
eredményét jelzi, ahol a 
nyilak a CMSP 
subaxolemmális illetve a 
kettıs nyíl a 
mitochondrium-felszíni 




egyértelmően mutatja az 
NFC jelenségét. Láthatóan 
fellazult a periaxolemmális 
tér és a myelin (M). 
E-n jól látható a csillaggal 
jelölt ép axonok kiválóan 
megırzött ultrastruktúrája, 
az egészséges myelin hüvely. 
               dc_14_10
 65 
mely semmi féle más emissziós spektrumba nem vetült. Ráadásul ez a kettısjelölési technika 
lehetıvé tette annak a korábbi felismerésünknek a pontos megerısítését, hogy az RMO-14 
jelölt axonok egy része nem mutat Ab38-immunpozitivitást. 
Az egyes mezık digitális egymásra vetítése megerısítette a reakció-termékek 
következetes és precíz megjelenését illetve igazolta a konverziós technika pontosságát, 
amennyiben a DAB csapadék pontosan a rhodamine jelölt axon szegmens felett alakult ki, 
illetve egyetlen izoláltan RMO-14 jelölt axon területén sem alakult ki DAB csapadék, mely 
ismét csak a módszer precizitása mellett szól (13.ábra). 
 
Következtetések 
Ultrastrukturális vizsgálataink során az egyik legfontosabb megállapítás annak felismerése 
volt, hogy –dacára a bonyolult inkubációs folyamatnak és a felhúzás- lefedés-leáztatás 
eseménysorának- a szövet finomszerkezeti részletei kiválóan megırzıdtek, ismét feltárva az 
axon károsodásra jellemzı ultrastrukturális részleteket, azaz a neurofilamentumok 
kompaktálódását, a mitochondriális duzzadást, a myelin hüvely fellazulását, periaxolemmális 
őr képzıdését. A CMSP-IR elektrondenz DAB csapadék azokban a károsodott axonokban 
jelent meg, melyek egyértelmően mutatták a neurofilamentumok kompaktálódását. A 
koponyasérülést követı 30 perc után a DAB elsısorban a subaxolemmális kompartmentben 
helyezkedett el, majd 3 óra után a kóros szerkezető citoszkeletont az axon teljes 
átmetszetében befedte a DAB-csapadék.  
A TSA kiváló specificitásról és szenzitivitásról tett tanúbizonyságot, hiszen csak 
károsodott axonszakaszokat jelölt, a csapadék nem diffundált az axonok közé vagy ép axonok 
területére. A DAB csapadék megjelenése legalább olyan intenzív, sıt, talán még markánsabb 
volt, mint kutatócsoportunk korábbi, más típusú peroxidáz reakción alapuló vizsgálatainál 
megszokhattuk, igazolva, hogy sem a jelfelerısítés, sem a tyramide saját, minimálisan 
elektrondenz volta nem befolyásolta hátrányosan az elektronmikroszkópos vizsgálatot. 
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II. A diffúz axonális károsodás kialakulásának vizsgálata - Fehérjebontó folyamatok 
szerepe a diffúz axonális károsodás kóreredetében II. A diffúz axon-sérülés során 
létrejövı mitochondriális károsodás és az apoptoticus folyamatokban szerepet játszó 
cisztein proteáz-kaszkád (caspase) következményes aktiválódásának vizsgálata. 
 
A CMSP-vel kapcsolatos korábbi vizsgálataink eredményei29,33 valamint 
munkacsoportunknak a DAI során jelentkezı mitochondriális károsodás kivédésére illetve a 
CsA axonoprotektív szerepére vonatkozó megfigyelései31,184,185,187 felvetették, hogy a 
„Pandora szelencéjeként” is emlegetett mitochondriumok267,298 „kinyílása”, azaz az MPT 
jelenségének a membrán-permeabilitás zavara és/vagy közvetlen calpain emésztés hatására 
történı aktiválódása cyto-c kiáramláshoz és következményes apoptotikus enzim (caspase-3)-
aktiválódáshoz s így a citoszkeleton irreverzibilis hasításához vezethet. Kísérleteink célja 
annak FM és EM IHC-val illetve fluoreszcens kettısjelölési technikával való igazolása volt, 
hogy a Ca2+-beáramlás indukálta CMSP és a mitochondrium károsodás elıidézte cyto-c 
kiáramlás egyazon axonszakaszokban lokalizált jelenség, mely egyúttal a caspase enzim 
aktiválódásával is együtt járhat. 
A vizsgálatok során 25 állatot tettünk ki IA-koponyasérülésnek, 5 állat, mint nem 
sérült kontroll szolgált. Az állatoknak egyenlı csoportokban, 1-1 kontrollal kiegészítve 15, 
30, 60 percig illetve 3 és 6 óráig engedtük túlélni a koponyasérülést. A szövettani 
feldolgozásra kerülı „semi-serial” módon győjtött metszetek elsı két csoportja kvalitatív és 
kvantitatív fény-mikroszkópos illetve kvalitatív EM IHC feldolgozásra került a 
mitochondriumokból kiszabaduló cyto-c kimutatására szolgáló antitesttel; a harmadik és 
negyedik csoport hasonló elemzését végeztük el a 120-kD SBDP-t kimutató antitesttel. Végül, 
az ötödik csoportba sorolt metszeteket fluorescens ICH technikával végrehajtott kettısjelölési 
vizsgálatokban használtuk fel, az alábbi antitest kombinációk kolokalizálására: Ab38 + cyto-
c, cyto-c + SBDP-120, SBDP-120+Ab38 és SBDP-120+p20 (további részleteket ld. a 
metodikai fejezetben). 
 
i. Fénymikroszkópos, kvalitatív immunhisztokémiai megfigyelések 
A kísérletes koponyasérülés kiváltását követıen már 15 perc elteltével az agytörzs ponto-
medulláris szakaszán a CSpT és az MLF területén cyto-c-IR illetve SBDP-120-IR 
axonszakaszokat láttunk, bár ebben az idıpontban károsodott, immunreaktív axon-profilok 
csak elvétve voltak megfigyelhetık (14.A,C.ábra).  
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A túlélési idı növekedésével (30-360 perc) ugyanakkor már a kvalitatív vizsgálat során is 
észlelhetı volt az immunreaktív axonszakaszok számának jelentıs növekedése. Az összes 
vizsgált idıpontban és agytörzsi régióban a cyto-c-IR és SBDP-120-IR axonszakaszok 
morfológiai megjelenése rendkívül hasonlónak bizonyult: kezdetben fokális axon duzzanat, 
majd a túlélési idı növekedésével inkább vacuolizáltság, fragmentálódás, felszakadozás 
jellemezte ıket (14.B,D.ábra). 
Bár a vizsgálatoknak nem volt célja a neuronok perikaryonjának elemzése, megállapítható, 
hogy az agytörzsi magvakban érdemi IR-t a vizsgált markerekkel nem tapasztaltunk. 
 
ii. Fénymikroszkópos, kvantitatív immunhisztokémiai megfigyelések 
Az ANOVA-elemzés igazolta a sérülés után eltelt idınek a cyto-c-IR-axon szegmensek 
megjelenésére gyakorolt hatását mind a CSpT (F(4,20)=  67.715, p < 0.001), mind pedig az 
MLF (F(4,20)= 31.969, p <0.001) területén. A Scheffe-féle post hoc összevetés azt mutatta, 
hogy a cyto-c-IR axon szegmensek denzitása szignifikánsan nıtt 60 perc és 180 perc közt  
( p<0.01) és 180 perc és 360 perc közt ( p <0.04) a CSpT-ben illetve 60 perc és 180 perc közt 
az MLF-ben ( p <0.01). Az ANOVA szintén igazolta a sérülés után eltelt idı és az SBDP-
120-IR axonok denzitásának összefüggését a CSpT (F(4,20) = 41.986, p <0.001) illetve az MLF 
(F(4,20) = 19.156, p <0.001) területén. A Scheffe-féle post hoc összevetés alapján az SBDP- 
120-IR axon szegmensek denzitása szignifikánsan nıtt az MLF-ben 15 és 30 perc ( p <0.05) 
és 60 és 180 perc közt ( p <0.01). 
 
14. ábra. Cyto-c-IR (A, B) és SBDP-120-IR (C, D) 
axonok 15  (A, C)és 360 perccel (B, D) impakt 
akcelerációs koponyasérülés után. 
Jól látható, hogy a korai post-traumás szakban 
mindkét antitestet jelölı DAB csapadék lineáris, 
duzzadt axonszakaszokat fest, míg a késıi szakban 
duzzadt, lefőzıdı, megszakadt folytonosságú 
axonszegmenseket jelöl az immunfestés.   
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iii. Ultrastrukturális vizsgálatok 
Az immun-elektronmikroszkópos vizsgálatokkal azonosított cyto-c-IR illetve SBDP-120-IR 
axonszakaszok mindazon morfológiai jeleket mutatták, melyeket az axonkárosodás 
finomszerkezeti elemzésekor jellemzıen látunk: a fokális citoszkeletális károsodások közül 
mind a neurofilamentumok kompaktálódását, mind a mikrotubulusok számának csökkenését 
észleltük, akárcsak az axolemma redızöttségét illetve a myelin hüvely fellazulását. Abban a 
néhány, elszórt axonban, mely a sérülést követı 15–30 percen belül cyto-c-IR-t mutatott, az 
elektrondenz DAB-csapadék vagy a mitochondriumok felett, vagy azok közvetlen közelében 
helyezkedett el, gyakran elfedve a mitochondrium finomszerkezetét (15.A-C.ábra). 
Ahol a csapadék alatt a mitochondrium szerkezete kivehetı volt, ott fellazult 
lamellákat, duzzadt mitochondriumot fényképezhettünk. Ezek a károsodott illetve 
csapadékkal fedett mitochondriumok kizárólag azon axon szegmensekben voltak láthatók, 
melyek a diffúz axonális laesio fent említett egyéb jeleit is mutatták.  Ez a megfigyelés is 
kiemeli az alkalmazott anti-cyto-c elsıdleges antitest azon tulajdonságát, hogy kizárólag a -
károsodott- mitochondriumokból kiszabaduló, tehát extra mitochondriális cyto-c-t jeleníti 
meg. 
A túlélési idı növekedésével (60–360 perc) is hasonló helyzetben és környezetben 
találtuk a cyto-c IR-t jelzı DAB csapadékot, ugyanakkor az axonális károsodás e 
szegmentumokban már jóval súlyosabb/elırehaladottabb képet mutatott: a citoszkeleton 
elrendezıdése is megváltozott: nemcsak kompaktáció, hanem fellazultság, feloldódás, 
szakadozottság volt látható, illetve organellum -így többek között duzzadt mitochondriumok- 
akkumulálódása is megfigyelhetı volt (15.D.ábra).  
 
 
15. ábra. Cyto-c-IR axon EM képe 30 
perccel trauma után. B és C az A-n 
fehér illetve fekete nyíllal jelölt 
szakasz kinagyítása; B egészséges, C 
sérült axon, erre utal a myelin 
szerkezeti eltérése és a citoszkeletális 
károsodás. 
A nyilak B-n egészséges, C-n 
károsodot mitochondriumokat 
jelölnek, utóbbi felszínén a 
kiszabaduló cyto-c-t jelölı DAB 
csapadék figyelhetı meg. 
D: Hat órával a sérülés után a 
károsodott mitochondriumok 
összegyőlése és körülöttük jelentıs 
cyto-c-IR kialakulása látható (csillag). 
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Azok a metszetek, melyek a rendszerezett győjtésnek köszönhetıen a cyto-c-IR axon 
szegmensekhez közeli területekrıl származtak, egyértelmően mutatták az SBDP-120-IR jeleit 




A caspase aktiválódást, azaz az SBDP-120-IR –t jelzı DAB csapadék a spectrin szerkezeti 
fehérje elıfordulási helyein, azaz az axolemma alatt és a mitochondriumok felszíne körül 
fordult elı leginkább (16.ábra). A hosszabb túlélési idı e marker esetében is azzal járt, hogy 
jóval súlyosabb ultrastrukturális károsodás jeleit mutató axonokban detektáltuk az SBDP-120-
IR-t. Ugyanakkor, paradox módon, e jelöléssel még nyilvánvalóbb volt a mitochondriumok 
károsodása és akkumulációja 3-6 órával a trauma után, hisz az SBDP-120-IR kevésbé fedte a 
mitochondrium felszínét, mint tette azt a cyto-c-IR-t jelzı DAB-csapadék. 
 
iv. Kettıs jelöléses immunfluorescens vizsgálatok 
Az immunfluorescens vizsgálatok során mind az immunreaktív axonok lokalizációja, mind 
morfológiai megjelenése teljes mértékben megfelelt a korábbi közlésekben illetve saját 
munkánkban leírtaknak, továbbá visszatükrözte e kísérlet kvalitatív fénymikroszkópos IHC-
megfigyeléseit (17.ábra).  
16. ábra. Caspase-3 aktiválódást jelzı SBDP-
120-IR axonok 30 (A), 120 (B), és 360 perccel 
(C) IA koponyatrauma után. 
Az idı elırehaladtával a súlyos citoszkeletális 
károsodás/emésztıdés (csillagok), a 
károsodott mitochondriumok 
felhalmozódása (nyilak) egyre kifejezettebb; 
C-n mindkét elváltozás extrém fokot ér el. 
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A kísérletes koponyasérülés utáni korai szakaszban (15–30 perc) a CMSP-IR dominált, alig 
mutatva kettıs jelölést más vizsgált markerekkel. Ebben az idıszakban egyenletes, bár kissé 
duzzadtabb axonszakaszok ábrázolódtak CMSP-IR-al fıként a CSpT területén. A túlélési idı 
növekedésével (60–360 perc után) az egyre nagyobb számban feltőnı CMSP-IR 
axonszakaszok mind a cyto-c, mind pedig az SBDP-120 és p20 megjelenítését szolgáló 
fluorescens festéket is magukban hordozták. Az SBDP-120-IR és a p20-IR együttes 
megjelenítése egyfajta endogén kontroll kísérletként adta meggyızı bizonyítékát annak, hogy 
az apoptotikus enzim kaszkád, illetve annak legvégsı végrehajtója, a caspase-3 enzim az 
alapvetıen „nekrotikus” folyamatnak megismert diffúz axonkárosodás során aktiválódhat. 
 
Következtetés 
A calpain-mediált spectrin lebontás IHC markerének és a cyto-c felszabadulás 
immunfluorescens jelének egy adott axonban történı detektálása arra utal, hogy a spectrin 
17. ábra. Fluorescens kettıs jelölés 
kombinációk a CMSP, 
mitochondrium-károsodás és a 
caspase-aktiválódás egyidejő 
kimutatására (MLF, 60 perccel 
trauma után). 
A: CMSP-IR,  
B: cyto-c-IR,  
C: digitális átfedés. 
D: Cyto-c_IR,  
E: SBDP-120-IR,  
F: digitális átfedés. 
G: p-20-IR (aktivált caspase-3-IR), 
H: SBDP-120-IR,  
I: digitális átfedés. 
J: CMSP-IR,  
K: SBDP-120-IR,  
L: digitális átfedés. 
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lebontást elıidézı Ca2+ beáramlás (és vélhetıen az ehhez járuló, calpain mediálta 
szerkezeti/membrán fehérje bontás következtében excessive bejutó Ca2+) összefüggésben van 
az axon károsodáskor korábban leírt és sikeres kísérletes terápiás támadáspontként azonosított 
mitochondriális károsodással.  
A cyto-c és SBDP-120-IR egy adott axonban történı egyidejő megjelenítése az apoptoticus 
enzim-aktiváció mitochondriális károsodással való összefüggésének közvetlen bizonyítékát 
adja.  
A két cisztein proteáz egy axonon belül történı aktiválódását jelzı CMSP-IR- SBDP-120-IR 
kolokalizáció pedig arra utal, hogy az axonok egy részében mind a „nekrotikus” mind pedig 
az „apoptoticus” enzim kaszkád aktiválódik. 
A közelmúltban közölt biokémiai vizsgálatok alapján a spectrin caspase-3 hatására definitív, 
irreverzibilis hasítást szenved, tehát az axonkárosodás folyamata ettıl a ponttól bizonyosan 
visszafordíthatatlanná válik287,289,290. 
Az irodalmi háttér felvázolásakor már részletesen ismertettük a nekrózis illetve 
apoptózis neurobiologiai folyamatokban játszott szerepével kapcsolatos ellentmondásokat.  
Vizsgálataink ismét aláhúzzák, hogy a két folyamat közt nehéz éles határt húzni: a sejt illetve 
jelen esetben axonja a külsı noxa hatására azzal az effektor (enzim-) készlettel válaszol, ha 
úgy tetszik, azt a halál-utat választja, amely rendelkezésére áll; ha a caspase enzimrendszer 
aktiválódásának lehetısége adott, s ez bekövetkezik, aligha beszélhetünk axonális 
apoptózisról, sokkal inkább az enzimrendszerek közti kommunikációról, „végzetes 
együttmőködésrıl”287,288. 
 
III. A diffúz axonális károsodás kialakulásának vizsgálata – Diffúz agysérüléshez társuló 
gerincvelıi axonkárosodás. 
 
i., A diffúz axonális károsodás mértéke és az azt kiváltó energia összefüggésének leírása. 
 
A diffúz axon károsodásra vonatkozó korábbi vizsgálatok, többek közt kutatócsoportunk 
eredményei is felvetették annak lehetıségét, hogy a klinikai tünetek (átmeneti légzésleállás, 
görcsroham, agytörzsi reflexek átmeneti kiesése) nélküli, enyhe koponyasérülés esetén is 
jöhetnek létre IHC vizsgálatokkal detektálható, károsodott axonok. Elızetes kísérletes 
vizsgálatainkban erre a kérdése kerestük a választ, amikor összesen 36 állatot tettünk ki IA 
koponyasérülésnek. Az állatok 1-1 harmadában a szokványos 2m helyett 50, 100, 150cm-rıl 
alkalmaztuk a 450g tömegő súlyt a fentiekben leírt kísérleti beállításban. Az állatok arányos 
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csoportját 30, 60, 120 perc után dolgoztuk fel a már leírt módon, meghatározva az APP-IR 
axonok denzitását a CSpT-ban. 
A fénymikroszkópos elemzés során már harminc perc elteltével a CSpT területén a 
nodális-paranodális szakaszon típusos APP-IR axon-szegmenseket láttunk, a károsodott, jelölt 
axonok száma és a rajtuk látható alaktani jegyek az eltelt idıvel arányosan a sérülés 
progresszióját mutatták, ugyanakkor kvalitatív vizsgálataink során nem találtunk érdemi 
morfológiai különbséget az eltérı nagyságú mechanikai hatás következtében APP-IR-t mutató 
axonszakaszok között.  
Az adatok elemzése azt mutatta, hogy a diffúz axonális sérülést kiváltó tárgy 
tömegével arányosan nıtt az axonkárosodás mértéke: az APP-IR axonok száma 42.2±5.4 
(átlag±sem, /mm2) 0.5m, 194±26.6 1m és 430.8±64.2 1.5m magasság esetén; hasonlóan, 
közel szignifikáns összefüggés mutatkozott az axonkárosodás mértéke és a kiváltó noxa közt 
eltelt idı vonatkozásában: az APP-IR axon-szegmensek átlagos denzitása 170.6±42.5 (átlag 
±sem, /mm2) 30-, 210±57.6 60-, és 280.7±79 120 perccel a trauma után. 
Az összefüggést a regressziós analízis még inkább alátámasztotta: az APP-IR axonok 
átlagos denzitása és a túlélési idı közti összefüggés esetében a p érték 0.017-nek adódott, míg 
a sérülést kiváltó súlynál p 0.001 volt, miközben az r értéke 0.52.  
 
ii., Az akcelerációs - decelerációs mechanizmussal kialakuló koponya/agysérüléshez 
társuló, távoli (gerincvelıi) diffúz axonális károsodás jelenségének igazolása. 
 
Az agytörzsi axonkárosodáshoz társuló gerincvelıi DAI kimutatására további 36 kísérleti állat 
esetében, az elızı szakaszban leírt fokozatokkal alkalmazott IA-sérülés kiváltása után 2, 6 és 
24 órával dolgoztuk fel APP és RMO-14 IHC alkalmazásával a szövetblokkokat, három 
anatómiai régiót elemezve: a craniospinális átmenetet, a cervico-thoracális  (C-Th.) blokkot 
valamint a thoraco-lumbális (Th-L.) átmenet területét. 
A gyorsulásos-lassulásos koponyasérülés kiváltotta gerincvelıi DAI kvalitatív 
fénymikroszkópos elemzése során a DAI a már ismert agytörzsi pálya-szakaszokon (CSpT, 
MLF, ML) IR axon-szakaszok kialakulásában jelentkezett, az APP jelölés elsısorban duzzadt, 
a nodális-paranodális régióban immunjelölt-, idınként feltöredezett, elszakadt szegmenseken, 
az RMO-14 jel pedig lobulált, vacuolizált, és gyakran elszakadt szegmenseken volt 
megfigyelhetı. 
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A craniospinális átmenet területén a CSpT tartalmazta elsısorban az IR-axonokat, míg a C-Th 
és a Th-L szakaszon döntıen a hátsó kötél és ritkán az elülsı columna (18.ábra). 
 
Az axonok e szakaszokon döntıen a citoszkeletális károsodás markerével jelölıdtek, mely 
morfológiailag az agytörzsben leírt RMO-14-IR-al teljesen megegyezıen jelentkezett, 
ugyanakkor, a jóval kisebb számban detektált APP-IR axonszakaszok a gerincvelıben 
meglepı módon elsısorban az RMO-14-IR társaikra hasonlító lobulált, vacuolizált 
megjelenést mutatták (19.ábra). 
 
A kétoldalas ANOVA elemzés (Scheffe-féle post-hoc elemzéssel kiegészítve) azt mutatta, 
hogy a károsodott –IR- axonok denzitása mind a sérüléstıl eltelt idıvel, mind pedig a kiváltó 
noxával (súly/ejtési magasság) arányosan nıtt. Egy-, illetve két méterrıl ejtve a 450g súlyt, 
illetve 2-, 6-, 24 óra túléléssel a CSpT-ben és az MLF-ben a p értékek az alábbiak szerint 
alakultak: a CSpT: 2,2x10-17 APP-vel és 7,1x10-12 RMO-14-el, az MLF: 1,4x10-6 APP-vel és 
2,7x10-17 RMO-14-el. Kettı- és hat órás túlélés közt ismét szignifikáns változás állt be: 
p=1,5x10-4 a CSpT-ben APP-IR-al, ugyanakkor nem volt szignifikáns változás a 6 és 24 órás 
túlélési idı közt. 
A közepesen súlyos/súlyos traumát elszenvedett (2m ejtési magasság) csoportban az 
RMO-14-IR sérült axonok denzitása minden esetben szignifikánsan nagyobb volt, mint az 
APP-IR axonoké, különösen az MLF-ben (p=1,08x10-9).  
18. ábra. RMO-14 
(NFC) –IR 
axonszakaszok a nyaki 
illetve a háti gericvelı-
szakaszból 6 órával IA-
koponya trauma után.  
A károsodott, IR 
axonszakaszok 
töredezettek, lobuláltak. 
19. ábra. A: APP- (axoplazmatikus 
transzport-zavar markere) , B: RMO-
14 (NFC) –IR axonszakaszok a 
cervico-thoracalis szakaszból két 
órával IA sérülés után. A nyíllal jelölt 
axon-ballon képzıdés egyértelmően 
látható, a két, különbözı markerrel 
jelölt axonok jelentıs morfológiai 
hasonlóságot mutatnak. 
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Az alacsonyabbnak adódó denzitási értékektıl eltekintve hasonló megfigyeléseket 
tettünk a cervico-thoracális régióra vonatkozóan is. E területen a károsodott, IR axonok 
denzitása maximumát hat órával a trauma után érte el, (p=0,006 2 és 6 óra közt APP 
esetében), ráadásul itt az axon-károsodás mértéke és a kiváltó noxa közti kapcsolat még 
nyilvánvalóbb volt: p=7,1x10-10 1m és 2m ejtési magasság közt APP-; és p=3,15x10-10 RMO-
14 esetében. Az RMO-14-IR axonok denzitása e vizsgált szakaszon is szignifikánsan 




A Th-L átmenetben enyhe sérülés (1m) esetén gyakorlatilag nem találtunk immunreaktív axon 
szakaszt, ugyanakkor súlyosabb sérülés (2m) esetén az RMO-14 IR axon-szegmensek 
abszolút száma szignifikánsan magasabbnak bizonyult az APP-IR-nál (p=1,32x10-6), s 




Az enyhe koponyasérüléssel kapcsolatos legfrissebb klinikai vizsgálatok modern képalkotó 
eljárások alkalmazásával mind több példát hoznak fel arra, hogy az akut szakban klinikai 
tüneteket nem okozó, késıbb ugyanakkor postcommotios syndromán keresztül akár tartós 
egészségkárosodásra és életminıség romlásra vezetı „minor koponyasérülés” esetén az 
agyállományban szerkezeti eltérések detektálhatók: diffúziós tenzor imaging során frakcionált 
anizotrópia vizsgálattal illetve SWI-vel DAI közvetett illetve közvetlen jelei fedezhetık fel az 
agyállományban46,179,180.  
E klinikai jelenséget modellezik a fent részletezett állatkísérletes vizsgálataink eredményei is, 
melyekben az IA koponyasérülést kiváltó súly és magasság csökkentésével minden nemő 
klinikai tünet (légzésleállás, epilepsziás rosszullét) nélkül is elıidéztünk –méghozzá az 
alkalmazott sérülés intenzitásával és az attól eltelt idıvel arányos- diffúz axonális károsodást.  
4. táblázat. APP-, és RMO-14-IR 
axonszakaszok denzitása illetve 
száma, átlaga és standard 
deviáció a gerincvelı különbözı 
szakaszaiban, 2-, 6-, 24 órával  
1-, illetve 2m magasságból 
kiváltott IA-koponyatraumát 
követıen. Neg: elhanyagolható. 
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E megfigyelés különösen felértékeli a diffúz axonkárosodást izoláltan elıidézı IA-
koponyasérülési modellben tett kísérletes terápiás észleléseinket: nem zárható ki, hogy az 
enyhe koponyasérültek MRI-vel és esetleg biomarker-vizsgálatokkal azonosított 
rizikócsoportjaiban az általunk állatkísérletekben pozitív eredménnyel kipróbált terápiás 
modalitások a késıbbiekben klinikai kipróbálásra is kerülhetnek. 
Külön jelentıséggel bír a gerincvelıben a koponyasérülés kísérıjelenségeként észlelt 
DAI. Miközben az IA modellben a sérülést elıidézı, agytörzsi vongálódásra vezetı gyors 
cranio-cervicális flexió következtében logikusan feltételezhetı, hogy a gerincvelı felsı 
szakaszán károsodott axonszakaszokat találunk, hasonló jelenség a cervico-thoracális  
átmenetben meglepı, a thoraco-lumbális területen pedig teljességgel váratlan (utóbbi területet 
eredetileg csupán „szövettani autokontrollként” elemeztük volna).     
Az észlelt axonkárosodás magyarázata részben abban rejlik, hogy a gerincvelı a ligamentum 
denticulatumoknál illetve a kilépı gyökök területén rögzített helyzetben van, tehát a cranio-
cervicális átmenetben bekövetkezı extrém flexió hatására teljes hossza –a kiváltó noxától 
való távolsággal fordított arányban- vongálódik. Ugyancsak szerepet játszhatnak a gerincvelıi 
DAI kiváltásában azok a „folyadék-lökéshullámok”, melyek a fejtetıre esı tárgy illetve a 
fenti vongálódás következtében generálódnak163,165.  
Az igazságügyi orvos szakértıi gyakorlatban a megrázott csecsemı szindróma 
(„shaken baby syndrome”) esetében eddig érdemben nem vizsgálat spinális DAI elemzése 
szükségességének alátámasztásán túl vizsgálataink a centrális gerincvelı syndroma és a 
spondyloticus myelopathia kialakulásának keletkezésével kapcsolatban is figyelem felhívó 
adatokat szolgáltatnak.  
Bár évek óta tudjuk, hogy a hosszú ideig vasculáris eredetőnek feltételezett, 
haemorrhagiás nekrózissal magyarázott, idıs spondyloticus betegek arcra esésekor 
hyperextensios mechanizmussal létrejövı centrális gerincvelı laesio hátterében nem 
haematomyelia, hanem elsısorban axonális laesio áll150,166,220, olyan modellt, mely a fenti 
jelenséget akár részben magyarázná, nem írtak le. Eredményeink ismeretében joggal vetıdik 
fel, hogy az idıskori, gerincvelıt komprimáló spondyloticus peremek olyan „fulcrum”-ként 
szolgálhatnak, amelyen a gerincvelı megtörhet és flexió-, fıként pedig extenzió-disztrakció 
hatására vongálódhat. Ez a jelenség akutan is létrejöhet, nagy kiterjedéső, diffúz 
axonkárosodást eredményezve (centrális gerincvelı syndroma) de krónikusan fennállva is 
fokozatos, kiterjedt axonkárosodást eredményezhet (spondyloticus myelopathia).  
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IV. A Pécsi Súlyos Koponyasérült Adatbázis feldolgozása. 
 
i. Fehérjebontó folyamatok kimutatása koponyasérültekben: alkalmazott klinikai 
kutatások -  A diffúz agysérülés során aktiválódó fehérjebontó folyamatok azonosítása 
súlyos koponyasérültek agyvíz mintáinak elemzésével.  
 
A bevezetıben részletezett okok miatt rendkívül fontos a klinikai gyakorlat számára, hogy a 
koponyasérültek ellátásában használható biomarkert, azaz a sérülés által kiváltott biológiai 
folyamatokba is betekintést engedı jelölı anyagot sikerüljön azonosítani. Sajnálatos módon, 
az eddig alkalmazott „surrogate markerek” nem váltották be a hozzájuk főzött reményeket; a 
hazánkban is több helyen alkalmazott, legígéretesebb S100ß megbízhatóságát sok kritikai 
észrevétel éri, polytraumatizáció esetében például az adipocyta eredető fehérje felszabadulása 
miatt teljességgel megbízhatatlan190-192.  
Alapkutatási eredményeink alapján joggal reméltük, hogy a calpain és caspase-mediált 
fehérjebontó folyamatok aktiválódása során ilyen, a bevezetıben definiált klasszikus 
biomarker követelményeinek megfelelı termékek keletkeznek, melyek megjelenítésére 
kezdtünk szervezett liquorminta győjtést a PTE ÁOK Idegsebészeti Klinikán. Az adatgyőjtés 
a 2002-ben elindított Pécsi Súlyos Koponyasérült Adatbank része, mely a mai napig több mint 
300 súlyos koponyasérült klinikai monitorozási adatait, képalkotó-, laboratóriumi- és 
neuropszichológiai vizsgálatainak és rendszerezett után követésének eredményeit tartalmazza.  
A fenti adatbank elemzését elıvizsgálatokkal kezdtük, melyek során a metodikai bevezetıben 
részletezett három betegcsoport (súlyos koponya-agysérült, nem- traumás-eredető 
intracraniális nyomásemelkedésben szenvedı betegek, illetve subarachnoideális  vérzés, 
meningitisz vagy SM gyanúja miatt végül negatív eredménnyel lumbális punkción átesettek) 
liquormintáit Western blot („dot-blot”) módszerrel hasonlítottuk össze. 
A Western blot vizsgálatok denzitometriás eredménye során azt találtuk, hogy a 
280kD mólsúlyú intakt, és a 120kD mólsúlyú caspase-specifikus spectrin-degradációs termék 
a koponyatraumát szenvedettek liquorában szignifikánsan nagyobb hányadban volt jelen, mint 
más betegek esetén (66% szemben 11% illetve 75% szemben 22% gyakorisággal).  
A diagnosztikus lumbál-punkción átesett betegek CSF-mintái nem tartalmaztak a vizsgálati 
módszereinkkel kimutatható mennyiségő SBDP-t.  
Az intakt spectrin, valamint a 150kD és a 120kD nagyságú SBDP-k szintjét 
szignifikánsan magasabbnak találtuk koponyatrauma esetén, mint a vizsgált nem-traumás, 
ugyanakkor a koponyaőri nyomás fokozódásával járó agysérülésekben (20-21.ábra).  








A vizsgált fehérjék liquor-szintjében megbízhatóan reprodukálható módon a trauma utáni 2-3. 
napon tetızést találtunk, majd az ismét visszatért a kiindulási szintre, ezt követıen néhány 
beteg esetében egy újabb emelkedés volt tapasztalható (22.ábra).  
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A spectrin-szintek és a klinikai paraméterek összehasonítása során sem a súlyossági fokkal 
(GCS alapján), sem a kimenetellel (GOS alapján), sem pedig az ICP-emelkedés mértékével 
nem találtunk szignifikáns összefüggést, ugyanakkor, fıként a felvételi GCS és az intakt 
spectrin agyvízben történı megjelenésének viszonya közel szignifikáns (negatív) korrelációt 
mutatott; ez a trend a relatíve kis betegszám ellenére egyértelmően megfigyelhetı volt (280 
kDa: r2=0.318 P=0,07; 150 kDa: r2=0.245 P=0.121; 145 kDa: r2=0.209 P=0.156). 
 
20. ábra. Spectrin és lebontási termékei 
különbözı kórképekben: TBI: 
koponyasérülés, SAH: subarachnoideális-, 
IVH: agykamrai vérzés-, illetve tumor 
esetében nyet liquorminták összehasonlítása.  
 
21. ábra. Az oszlopdiagrammok  
az egyes lebontási termékek 
elıfordulását mutatják  
koponyasérülekben illetve más-, 
 nem traumás okból ICP emelkedéssel 
járó kórképekben, denzitometriás 
adatok alapján. Fehér oszlop: 
koponyasérülés, fekete: kontroll. 
22. ábra. Spectrin lebontás idıbeli 
lefolyása. A vizsgált liquorminták 
alapján a koponyasérültek többségénél a 
24-72. óra között tetızött a lebontási 
termékek illetve az intakt spectrin 
denzitása. 
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Következtetések 
A klinikai minták feldolgozása igazolta azt az elképzelésünket, hogy a súlyos 
koponyasérültekben ugyanazon fehérjebontó kórfolyamatok tetten érhetık, mint a 
koponyatrauma állatkísérletes modelljeiben. Eredményeinket egy potenciális biomarker 
kifejlesztésének szemszögébıl vizsgálva megállapíthatjuk, hogy a fehérje lebontási termékek 
megjelenése az agyvízben jól kimutatható, és nem magyarázható csupán az emelkedett 
intracraniális nyomással vagy a külsı kamrai drain behelyezésével, hanem a traumás 
agysérülés következménye.  
A vizsgált fehérjék liquor-szintjének jellegzetes idı-összefüggése, valamint a már 
kisszámú betegen végzett Western blot vizsgálatok alapján is a sérülés súlyosságával (GCS) 
és a kimenetellel (GOS) összefüggı trend alapján joggal feltételezhetı, hogy a calpain- és 
caspase-specifikus SBDP-k vizsgálata a jövıben hasznos patomechanizmus-specifikus 
biomarker lehet a koponyatraumát szenvedett betegek állapotának nyomon követésében. E 
kijelentést idıközben mind állatkísérletes, mind klinikai (elı-) vizsgálatok36,161,197,202,222 is 
alátámasztották.  
Az eredmények további megerısítésének és klinikai relevanciája igazolásának 
alapfeltétele a liquor-, és szérum-adatbázis további feldolgozása, ugyanakkor a Western blot 
vizsgálatokban önmagában már az elsıdleges antitest olyan költséget jelent, mely a hazai 
kutatástámogatási rendszerben nem finanszírozható. A cél olyan megfelelı érzékenységő 
ELISA kidolgozása, diagnosztikai értékkel bíró szérum-tesztek kifejlesztése, melyek a rutin 
diagnosztikában is alkalmazható, a sérülés súlyosságának illetve a várható kimenetelnek 
valamint a terápia hatékonyságának megítélésére alkalmas „point of care device” alapjául 
szolgálhatnak. E multicentrikus kutató-fejlesztı tevékenységben munkacsoportunk a 
University of Florida spin-off cégeként alakult BANYAN INC. vezetése alatt –az USA 
védelmi minisztériuma által támogatott- „BANDITS” kutatási program társintézményeként- 
tevékenyen részt vesz. A vizsgálatokból eddig csak elızetes eredmények kerültek 
ismertetésre, az ezeket tartalmazó kongresszusi összefoglalók illetve bírálat alatt álló 
közlemények listája a közlemények sorában szintén megtalálható. 
 
               dc_14_10
 79 
ii. Prognosztikai faktorok azonosítása súlyos koponya-agysérültek ellátása során. 
 
Mint a bevezetıben részletesen kifejtettük, a Pécsi Súlyos Koponyasérült Adatbázis 
létrehozásával a koponyasérültek ellátására vonatkozó klinikai epidemiológiai vizsgálatok 
alapját teremtettük meg. E vizsgálatok egyik fı célkitőzése annak a kérdésnek a 
megválaszolása, hogy milyen prediktív modellt tudunk alkotni a sérült felvételekor 
rendelkezésünkre álló adatok alapján. Ahogy korábban ugyancsak részleteztük, az ilyen 
modellek nemcsak a várható kimenetel becslése, hanem az ellátás auditálása szempontjából is 
kiemelkedı jelentıségőek.  
A prognosztikai faktorok elemzése, más közölt nemzetközi adatokkal való összevetése mellett 
arra is kíváncsiak voltunk, hogy a hagyományos CT- „filmmel” szemben a –kizárólagos 
bevezetésekor nagy szakmai ellenállást kiváltó- digitális felvételek elemzése biztosíthat-e 
elınyt a kimenetel elırejelzésében.  
5. táblázat. Különbözı CT- illetve demográfiai paraméterek összefüggése a kimenetellel.  A 0-3. nap közötti halálozást 
döntıen az elsıdleges agysérülés, a 0-10 közöttit emellett a másodlagos sérülése is befolyásolja, míg az összes halálozás 
esetében késıbbi szövıdmények is szerepet játszanak. 
  
Teljes populáció Vizsgált paraméter OR p 
Életkor (év) 1,118 0,000 
Subarachnoideális vérzés 3,619 0,031 
Kamrába törı vérzés 3,952 0,049 
Ciszterna eltőnt 47,056 0,001 
Ciszterna kompresszió 3,328 0,136 
Összes halálozás 
Plexus/Corp. Pineale aszim. 0,184 0,014 
Nem (férfiak) 0,276 0,050 
Életkor (év) 1,074 0,000 
Oedema generalizált 5,827 0,205 
Oedema részleges 1,166 0,911 
Kamrába törı vérzés 5,263 0,010 
Ciszterna eltőnt 12,108 0,017 
Halálozás 0-10. napon 
Ciszterna kompresszió 2,26 0,346 
Kamrába törı vérzés 5,917 0,001 
Halálozás 0-3. napon Plexus/Corpus Pineale 
aszimmetria 
0,202 0,003 
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Az elemzés során 99 súlyos koponyasérült (post-resuscitatiós GCS 8 vagy az alatti) CT 
vizsgálatait, meghatározott klinikai paramétereit és túlélési adatait vetettük egybe a Marshall-
féle beosztás valamint a Rotterdam score alapján számolt értékekkel (5. és 6.táblázat). 
 
6. táblázat. Különbözı CT- illetve demográfiai paraméterek összefüggése a kimenetellel számítógépes képelemzés 
esetén illetve  annak hiányában 
 
Képelemzéssel vizsgáltak Vizsgált paraméter OR p 
Életkor (év) 1,07 0,012 
Subarachnoideális vérzés 4,102 0,055 
Ciszterna kompresszió 0,139 0,048 
Összes halálozás 
Ciszterna eltőnt 0,055 0,013 
Életkor (év) 1,062 0,046 
Kamrába törı vérzés 44,562 0,004 
Ciszterna kompresszió 0,055 0,011 




Halálozás 0-10. napon 
Subdurális vérzés (cm3) 1,024 0,031 
Kamrába törı vérzés 68,102 0,002 
Subdurális vérzés 9,216 0,047 




Képelemzés nélküliek Vizsgált paraméter OR p 
Életkor (év) 1,177 0,002 Összes halálozás 
Subarachnoideális vérzés 16,157 0,031 
Életkor (év) 1,075 0,003 
Ciszterna kompresszió 2,907 0,352 Halálozás 0-10. napon 
Ciszterna eltőnt 15,921 0,033 
 
Vizsgálatainkkal megállapítottuk, hogy a digitális képelemzés során értékelt 
paraméterek összességében szignifikánsan jobb összefüggést mutatnak a kimenetellel, mint a 
film-alapú képelemzés (p=0.009 szemben p=0.106-vel). A Rotterdam score elemei közül 
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mind a kamrába tört vérzés, mind a traumás subarachnoideális vérzés, mind pedig a ciszternák 
eltőnése szoros összefüggést mutatott a kimenetellel, ugyanakkor ezek külön-külön pontosabb 
prognosztikai értéket adtak, mint összegzett Rotterdam score-ként használva.  
A Nagelkerke r2 elemzés azt is igazolta, hogy a számítógépes képelemzéssel nyerhetı további 
információkkal valamint az életkorral kiegészített Rotterdam score adja a leggpontosabb 
prognosztikai eredményt (23.ábra). 
 
Következtetések 
Eredményeink egyértelmően igazolják, hogy mind a Rotterdam score, mind a Marshall-féle 
beosztás kellıen nagy prediktív erıvel rendelkezik súlyos koponyasérülések esetén, ezért 
ezirányú használatuk a magyarországi betegellátásban is indokolt volna. Vizsgálatainkból 
kiderül, hogy súlyos koponyasérülések esetén megfontolandó lehet egyéb, a CT felvételekrıl  
megállapítható paraméterek beépítése az osztályzási rendszerekbe.  
Ilyenek lehetnek: generalizált oedema, impressiós törés, plexus choroideus/corpus pineale 















23. ábra. A Marshall-féle beosztás, a Rotterdam score, a Rotterdam score elemei illetve a vizsgálatok során 
alkalmazott prediktív modell (CT paraméterek és demográfiai adatok) összfüggése a korai halálozással súlyos 
koponya-agysérültek esetén. 
  
Elsısorban többváltozós elemzéseink alapján válik egyértelmővé, hogy a CT felvételek 
számítógépes szoftverrel végzett egzakt analízisével (esetünkben Dicom) győjtött adatok 

























Összesen Dicommal elemzett Dicom nélküli
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alapján képzett prognosztikai csoportosítások prediktív értéke messze meghaladja a 
hagyományos CT képek elemzésének értékét, (ez különösen annak az ellenállásnak az 
ismeretében érdekes adat, amelyet a felhasználói oldalon a klinikusok a kizárólag digitális 
képrögzítési-leletezési technika bevezetése ellen tanúsítottak.)  
Megállapítható, hogy noha a Marshall-féle beosztás és a Rotterdam score prediktív értéke 
önmagában is magas, ha igazán hatékony becslést akarunk adni az sérült klinikai kimenetelére 
vonatkozólag, akkor nem tekinthetünk el - az azt alapjaiban meghatározó - individuális 
tényezıktıl, mint pl. az életkor. Felmerül az igény, hogy ahol nem áll rendelkezésre 
digitálisan feldolgozható formátumú CT eredmény, ott szükséges a felvételek digitalizálása és 
volumetriás elemzése. 
A fenti eredmények alapján a Koponyasérült Adatbázis további feldolgozása zajlik, 
immár összesen több mint 350 sérült adatai alapján nemcsak a fenti képelemzés prediktív 
értékét vizsgáljuk és készítjük elı „peer reviewed” publikációra, hanem azt is elemezzük, 
hogy az interneten elérhetı IMPACT predikciós rendszer alkalmazható-e a magyarországi 
ellátási viszonyokra is. 
A hazai katasztrofális koponyasérült-halálozáson kizárólag akkor változtathatunk, ha 
sikerül a súlyos koponyasérültek ellátásában a tudományos bizonyítékon alapuló irányelveket 
érvényre juttatni, illetve, ha az ellátás auditálásának rendszere elterjed. A koponyasérült 
adatbázisok prognosztikai faktorokon alapuló elemzése, a várható kimeneteltıl való eltérés 
feltárása és okainak elemzése nemcsak az ellátást finanszírozó biztosító, hanem az ellátó 
alapvetı érdeke és feladata is kell, hogy legyen. Az ilyen adatbázis elemzések nemzetközi 
szinten tudományos értékkel csak rendkívül nagyszámú beteg esetében bírnak, illetve, ha az 
elemzés olyan alapkutatási vizsgálatokon nyugszik, mint esetünkben a spektrin és lebomlási 
termékeinek elemzése. Fentiek alapján az adatbázisunkból származó közlések túlnyomó 
többségét a disszertációból kihagytuk, a teljesség kedvéért azonban a hivatkozásokhoz 
csatoljuk. 
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V. A diffúz axonális károsodás kísérletes terápiás befolyásolása I.: fehérjebontó 
folyamatok gátlásának vizsgálata. 
  
i., A szelektív calpain- inhibitor MDL-28170 hatásának elemzése: az axonális károsodást 
jelzı immunhisztokémiai markerek vizsgálata. 
 
A calpain-mediált spectrin proteolysisnek a DAI kóreredetében betöltött meghatározó 
szerepére vonatkozó korábban részletezett vizsgálatok alapján joggal vetıdött fel a kérdés, 
képes-e a calpain aktiválódását gátló sejt permeabilis peptidil-aldehyd, az MDL-28170 
megakadályozni a DAI kialakulását. A Marmarou-féle impakt-akcelerációs koponyatrauma 
(DAI-) modellben a sérülés elıtt 30 perccel MDL-28170-t, vagy vivıanyagot (kontroll) farok 
vénán keresztül bolus-adagolásban kapott, trauma után két órával leölt patkányok agytörzsi 
metszeteit feldolgozva az axonkárosodás klasszikus markerével (anti-APP), illetve az NFC 
markerével (RMO-14) immunhisztokémiát végeztünk. A károsodott axonok denzitását a 
CSpT-ben és az MLF-ben összehasonlítottuk a kezelt és a kontroll patkányok között. 
Az anti-APP-pozitív és az RMO-14-pozitív axon-profilok morfológiai jellemzıiben 
nem volt megfigyelhetı különbség a kezelt illetve a kontroll patkányokban (24. és 25.ábra).  
A kvantitatív analízis szerint a trauma elıtt végzett MDL-28170 kezelés ugyanakkor 
szignifikánsan csökkentette az RMO-14-pozitív axonok számát mind a CSpT, mind pedig az 
MLF területén (1864.2±200.7RMO-IR (átlag±sem, /mm2)-ról 1155.0±54.7RMO-IR –ra (t=3.05, 
df=7, p<0.02), illetve 109.7±16.8RMO-IR -ról 52.5±9.7RMO-IR –ra (t=2.74, df=7, p<0.03)). Az 
anti-APP-pozitív axonok száma is statisztikailag szignifikáns csökkenést mutatott az MDL-
28170-nel való kezelést követıen mindkét vizsgált agytörzsi területen 1771.6±278.5APP-IR -ról 
757.5±194.3APP-IR –ra (t=2.82, df=7, p<0.03) illetve 85.7±7.1APP-IR -ról 50.8±1.6APP-IR –ra 
(t=4.25, df=7, p<0.01). 
 






A calpain- gátlásnak az NFC kialakulására kifejtett jótékony hatása magyarázható a calpain-
mediált spectrin-bontás és az NFC ismert kapcsolatával. Bár a legújabb kísérleti eredmények 
azt mutatják, hogy az NFC és az axonális transzport-zavar (impaired axonal transport, 
/IAT/) különbözı axon-populációkat érint148,259, a calpain-gátlásnak az IAT-ra kifejtett pozitív 
hatása azt bizonyítja, hogy – ha a kompakció nem is társul feltétlenül minden esetben 
transzport-zavarral – a calpain aktiválódása mindkét folyamatban jelentıs szerepet játszik.  
 
ii., A szelektív calpain- inhibitor MDL-28170 hatásának elemzése: az axonális membrán-
permeabilitási zavar gátlásának vizsgálata. 
 
A fenti eredmények megerısítették a korábbi vizsgálatok során felvetett, a calpain 
aktiválódásnak a DAI kóreredetében játszott szerepére vonatkozó elméleteket, ugyanakkor 
kevés új és közvetlen információt szolgáltattak a calpain intraaxonális szerepére.  
24. ábra. APP-IR (axoplazmatikus 
transzport zavarát mutató) axonok a 
CSpT-bıl  (A, B) és MLF-bıl (C, D) 2 
órával IA-koponyatrauma után.  
A vivıanyag kezelt állatban (A,C)  
a károsodott axonok denzitása szemmel 
láthatóan nagyobb, mint a calpain 
inhibitor MDL-28170 kezelésben 
részesült patkányban (B, D) 
25. ábra. RMO-14-IR (NFC-
marker) axonok a CSpT-bıl (A, B) 
és MLF-bıl (C, D) 2 órával IA-
koponyatrauma után.  
A vivıanyag kezelt állatban (A,C)  
a károsodott axonok denzitása az 
elızı ábrához hasonlóan nyilván 
valóan magasabb, mint a calpain 
inhibitor kezelésben részesült 
patkányban (B, D) 
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Mivel a Robert Simon által termeltetett nyúl polyclonális antiszérum nem állt már 
rendelkezésünkre, a Floridából (Kevin K. W. Wang) származó calpain specifikus lebontási 
terméket Western blot vizsgálatokban kimutató SBDP-150 pedig nem adott meggyızı és 
reprodukálható IHC reakciót, a calpain hatását és gátlásának következményeit a membrán-
permeabilitási zavar kimutatásán keresztül próbáltuk megközelíteni.  
Az 1ml vivıanyagban feloldott 30 mg/kg MDL-28170-el illetve vivıanyagával 30 perccel a 
diffúz koponyasérülés kiváltását megelızıen farok vénán át bolus injekcióban kezelt 
patkányok (4-4 állat) agytörzsi metszeteinek hisztokémiai feldolgozása után végeztünk 
fénymikroszkópos megfigyeléseket.  
Vizsgálataink során megállapítottuk, hogy fiziológiás körülmények között az axon ép 
membrán-rendszerén át nem jutó tormagyökér-peroxidáz molekulák a sérülést követıen mind 
a CSpT mind pedig a MLF területén számos axonba bekerültek.  
A kvalitatív vizsgálattal valószínősíthetı volt, hogy a gyógyszeresen kezelt állatok 
esetében jóval rövidebb axonszakaszok jelölıdtek a CSpT terültén, mint a vivıanyaggal 
kezeltek esetében (26.ábra). Bár a jelölt axonok alaki megjelenésében számottevı egyéb 
különbség nem volt, a vivıanyaggal kezeltek gyakrabban tőntek hólyagosnak, 
„vacuolizáltnak”, ami a CMSP-IR axonok esetében korábbi vizsgálataink során a 
proteolytikus folyamatok elırehaladott voltára utalt. Az is nyilvánvaló volt, hogy az MLF 
területén vastagabb axonszakaszok jelölıdtek, mint a CSpT-ben. 
A digitális adatelemzés és statisztikai feldolgozás igazolta, hogy a tormagyökér-
peroxidázt halmozó jelölt axonszakaszok hossza szignifikánsan rövidebb a gyógyszeresen 
kezelt állatokban a CSpT-ban (48.1±3.4 µm illetve 84.2±5.2 µm [t=2.57, df=6, p<0.04)], 
ugyanakkor érdemi változást az MLF területén nem mutat  (120,1±10,1 µm illetve 120,4±6,2 
µm). Bár a vivıanyaggal kezelt állatokban mind a CSpT-ben, mind pedig a MLF-ben 
vastagabbnak adódott a tormagyökér-peroxidáz jelölt rostok átmérıje, mint a gyógyszert is 
kapott patkányok esetében, e különbség nem érte el a statisztikailag szignifikáns mértéket 
(2,5±0,1 µm a CSpT és 4,9±0,3 µm az MLF területén MDL-28170 kezelés esetén, illetve 
2,9±0,2 µm a CSpT és 5,8±0,3 µm az MLF területén vivıanyag kezeltekben). 







E vizsgálat eredménye arra utal, hogy a sérülés során a DAI-t kiváltó gyorsulás-lassulás 
hatására vongálódást és nyírást elszenvedı axonok membránjának sérülése (ún. 
„mechanoporáció”) következtében a tormagyökér peroxidáz beáramlott az axonokba, jól 
jelezve azokat a területeket, ahol a permeabilitási zavar következtében calpain aktiválódás 
feltételei fennállhattak. A trauma elıtt adott calpain inhibitor az axolemmális permeabilitási 
zavar másodlagos (elgondolásunk szerint döntıen calpain-mediált spectrin proteolysissel 
magyarázható) generalizálódását, azaz a permeabilitási zavar által érintett axonszakasz hossz-
növekedését gátolta. Azt, hogy ez a gátló hatás az MLF területén miért nem volt mérhetı, 
nem tudjuk egyértelmően megmagyarázni; feltételezésünk szerint a vastag axonokon kialakult 
pórusok mérete alapján már eleve olyan mennyiségő HRP áramlott az axon-cylinderbe, mely 
meggátolta az érdemi változás detektálását illetve az sem zárható ki, hogy a vastagabb 
tengelyfonatokban az MLF területén lassabban generalizálódott a permeabilitási zavart is 
fokozó calpain mediált fehérjebontás. 
Összegezve, a vizsgálatok újabb bizonyítékkal támasztották alá a clacium-indukált, 
calpain-mediált strukturális fehérjebontó folyamatoknak a DAI kóreredetében feltételezett 
szerepét és megfelelı alapot szolgáltattak ahhoz, hogy a calpain-mediált fehérjebontás 
„nyomait” súlyos koponyasérültek agyvizében megpróbáljuk kimutatni, illetve, hogy a 
nekrotikus folyamatokat befolyásoló további, kísérletes terápiás vizsgálatokat indítsunk el.    
 
26. ábra. Tormagyökér peroxidázt akkumuláló károsodott membrán-permeabilitású axonok patkány CSpT-
ben, két órával IA-koponyasérülést követıen. A vivıanyag kezelt állat (B) axonjai hosszabb szakaszokon 
jelölıdtek, varicosusabb, vacuolizáltabbak, mint az MDL-28170 kezelt állatból származók (A). 
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VI. A diffúz axonális károsodás kísérletes terápiás befolyásolása II.: a nekrotikus és 
apoptoticus folyamatokat gátló pituitary adenylate cyclase activating polypeptide 
(PACAP) hatásának vizsgálata. 
 
i., A PACAP diffúz axonális károsodást befolyásoló képességének felmérése: trauma 
elıtt adott polypeptide hatásának elemzése, dózis-hatás-görbe felállítása. 
 
A PACAP axonoprotektív hatását megítélni hivatott vizsgálataink elsı fázisában azt 
elemeztük, hogy az IA készülékkel kiváltott koponyatrauma elıtt PACAP-ot az ischaemiás 
agykárosodásban hatékony úton- (intravénásan), és adagban kapott patkányokat 2 illetve 6 
órával a koponyatrauma után perfúziósan fixálva, szövettanilag az agytörzset feldolgozva 
sikerül-e a károsodott, immunjelölt axonok denzitásában csökkenést látni.  
A szagittális agytörzsi metszeteket anti-APP immunhisztokémiával vizsgáltuk, a 
károsodott axonok számát a kezelt illetve a kontroll patkányokban a CSpT és az MLF 
területén hasonlítottuk össze. Vizsgálataink során megállapítottuk, hogy intravénás adagolás 
esetén – más KIR betegségekben hatásosnak bizonyult dózisban – a PACAP nem bizonyult 
neuroprotektívnek (sem a CSpT sem pedig az MLF területén nem csökkentette szignifikánsan 
az APP immunpozitív axonok számát) (27.C.ábra).  
Annak megítélésére, hogy a PACAP hatástalanságának hátterében a vér-agy-gát nem 
megfelelı áthatolása, a nem megfelelı agyi eloszlás, avagy a szer eleve hatástalan volta áll-e 
további vizsgálatokat folytattunk, melyben a PACAP-ot stereotaxiás módszerrel az 
agykamrába juttattuk s egyúttal a hatásos dózis megállapítása céljából 1 µg, 10 µg és 100 µg 
PACAP-ot adtunk be (dózis-hatásgörbe felállítása); a szövettani feldolgozásig a túlélési idı 2 
óra volt.  
A PACAP intracerebroventrikuláris adagolásban 1 µg-os és 10 µg-os dózis esetén 
szintén nem bizonyult hatásosnak, 100 µg-os dózis azonban szignifikánsan csökkentette a 
CSpT területén talált anti-APP immunpozitív axonszakaszok elıfordulását (p<0.05) (27. és 
28.ábra) .  
 








27. ábra. APP-IR axonszakaszok 
a CSpT-ben két órával IA 
koponyasérülést követıen. 
A: ál-operált („sham injured”) 
kontroll; 
B: vivıanyag-kezelt állat; 




F: 100µg PACAP icv. 
alkalmazásával kezelt patkány. 




28. ábra. APP-IR axonszakaszok 
denzitása (IR-axon/mm2) a 
CSpT-ben (A) és az MLF-ben (B) 
két órával IA koponyasérülést 
követıen: dosis-hatás görbe 
megállapítása. 
A csillag a CSpT-ben 100µg 
PACAP icv. alkalmazása során 
megfigyelt szignifikáns axono-
protektív hatást jelzi.  
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ii., A PACAP diffúz axonális károsodást befolyásoló képességének további vizsgálata: a 
terápiás ablak meghatározása.  
Miután elızı kísérletünkben a PACAP axonkárosodást gátló hatására vonatkozó dózis-hatás 
görbét felállítottuk, a trauma kiváltását követıen késleltetve, icv-adott PACAP 
hatékonyságának tesztelésével a PACAP axonoprotektív hatására vonatkozó terápiás ablakot 
kívántuk meghatározni. A Marmarou-féle készülékkel kiváltott koponyatrauma után 30 
perccel illetve 1 órával 100 µg icv-beadott PACAP- vagy vivıanyag-kezelésben részesült 
patkányokat a traumát követıen 2 órával perfundáltuk. A szagittális agytörzsi metszetek egy 
részén az axoplazmatikus transzport zavarának markerével (anti-APP), a szomszédos 
metszeteken pedig az NFC markerével (RMO-14) immunhisztokémiát végeztünk. A 
károsodott axonok számát a CSpT-ben és az MLF-ben összehasonlítottuk a kezelt illetve a 
kontroll patkányok között.  
A PACAP 100 µg-os dózisban mind 30 perccel (p<0.01), mind pedig 1 órával a 
koponyatrauma kiváltása után icv.-beadva szignifikánsan (p<0.001) csökkentette a CSpT 
területén az anti-APP-pozitív axonok denzitását (29. és 30.ábra). Nem volt azonban hatással – 
a fenti idıpontok egyikében sem – az anti-APP-pozitív axonok denzitására az MLF területén, 
illetve az RMO-14-pozitív axonok denzitására egyik vizsgált agytörzsi területen sem. 
 
29. ábra. APP-IR axonszakaszok a CSpT-
ben 2 órával IA- trauma után vivıanyag 
kezelt kontroll állatban (A) illetve a 
traumát követıen 30 perccel (B) és egy 
órával (C) 100µg PACAP-ot icv. kapott 
patkányokban.  
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iii., A PACAP axonoprotektív hatásának vizsgálata a diffúz axonális károsodás további 
állatkísérletes modelljén: a centrális folyadék perkussziós modell elemzése. 
 
Miközben fenti vizsgálataink igazolták, hogy a PACAP intracerebroventriculáris alkalmazása 
jelentıs mértékben csökkentette az IA koponyasérülés hatására kialakult axonális károsodást, 
szükségesnek láttuk, hogy az eredményeket a diffúz koponyasérülés más modelljében is 
megerısítsük; így esett a választás a döntıen diffúz károsodás kialakulását eredményezı 
centrális folyadék perkussziós modell alkalmazására. Az újabb modellen végzett vizsgálat 
esetleges pozitív eredménye feltétlenül lökést adhatna új, akár intravénásan is alkalmazható 
PACAP-analógok kifejlesztésének, ráadásul válasszal szolgálhatna arra a kérdésre is, hogyan 
viselkednek a szer hatására e modellben a különbözı kórfolyamatok aktiválódása révén 
károsodásukkor eltérı immun-jelöléssel (APP-IR illetve RMO-14-IR) jellemezhetı 
axonszakaszok.  
Az agytörzsbıl rendszerezetten győjtött vibratom-metszetek kvalitatív vizsgálata során 
az APP és RMO-14 IR axon-szegmentumok megjelenésében a korábbi vizsgálatokhoz képest 
nem tapasztaltunk eltérést, az ép, IHC reakcióval nem jelölt axonok között elszórtan a CSpT 
és az MLF területén találtuk a fenti módon jelölt, a DAI morfológiai jegyeit mutató sérült 
axonszakaszokat (31. és 32. ábra). Az ál-operált állatokban ezúttal sem észleltünk 
immunreakciót mutató axonokat, ugyanakkor RMO-14 festéssel az elvárhatónak megfelelı 
perikaryon festıdést találtunk az agytörzsi magvak területén. A PACAP-, illetve vivıanyag 
kezelt állatok esetében az IR axonszakaszok alaki megjelenésében különbséget ezúttal sem 
észleltünk. 
30. ábra. APP-IR axonszakaszok 
denzitása a CSpT-ben és az MLF-ben  
2 órával IA- trauma után vivıanyag 
kezelt kontroll állatban illetve a traumát 
követıen 30 perccel és egy órával 100µg 
PACAP-ot icv. kapott patkányokban.  
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A 100 µg  PACAP-ot 30 perccel a sérülést követıen icv-an kapott állatok esetében a digitális 
képelemzés és az eredmények statisztikai feldolgozása azt mutatta, hogy a CSpT-ben az APP- 
és RMO-14-IR axonok denzitása szignifikánsan csökkent, míg az MLF területén a változás 




A fenti vizsgálatokat összegezve, elızetes feltételezésünket, miszerint a PACAP, mely az 
apoptotikus és a gyulladásos mediátorok gátlása, illetve bizonyos mitochondriális enzimek 
befolyásolása révén fejthet ki neuroprotektív hatást, azaz elvben mindkét, a koponyasérülés 
31. ábra. APP-IR 
axonszakaszok CSpT-ben 
(A, B) és az MLF-ben (C, D) 
a trauma után 30 perccel 
vivıanyag kezelt kontroll 
állatokban (B, D), illetve 
100µg PACAP-ot  kapott 
patkányokban (A, C).  
IA koponyasérülés, 2 órás 
túlélési idı.   
Az APP-IR elsısorban 
nodális-paranodális 
területeken, rövidebb 
szakaszon jelöli a károsodott 
axonokat. 
  
32. ábra. RMO-14-(NFC-) 
IR axonszakaszok CSpT-ben 
(A, B) és az MLF-ben (C, D) 
a trauma után  30 perccel 
vivıanyag kezelt kontroll 
állatokban (B, D), illetve 
100µg PACAP-ot  kapott 
patkányokban (A, C). 
IA koponyasérülés,  
2 órás túlélési idı.   
Az RMO-IR vastagabb, 
vacuolizáltabb 
axonszegmensekben tőnik 
fel.   
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kiváltotta agysérülés kórfolyamatában aktívan résztvevı kórfolyamatot, tehát a nekrotikus 
illetve apoptotikus jelenségeket is befolyásolhatja, s így a DAI kórfolyamatának gátlásában 
(axono-) protektív- szerepe lehet, sikerült -legalábbis részben- igazolnunk133, 284.  
 
Kezdeti vizsgálatainkban, az intravénás adagolás sikertelensége abban keresendı, hogy – bár 
a PACAP bizonyítottan átjut a vér-agy gáton – transzportjának mértéke az agytörzsben sokkal 
alacsonyabb, mint más agyterületeken181. Hasonlóan, az agytörzs területén a feltételezett 
alacsony mértékő liquor-agy transzport lehet a magyarázata a más kísérletekben 
tapasztaltabbaknál magasabb hatásos dózis igénynek icv. alkalmazás esetén. 
További kísérleteinkben sikerült a PACAP axonális károsodást gátló adagolását 
meghatároznunk és igazolnunk, hogy a diffúz agysérülés modelljében kiváltott DAI 
progressziójának PACAP-kezeléssel való részleges gátlására jelentıs nagyságú terápiás ablak 
áll rendelkezésre, ami a klinikai alkalmazhatóság alapfeltétele. Ha figyelembe vesszük azt a 
korábban már említett különbséget, mely a DAI kinetikájában egyes spécieszek között 
megfigyelhetı240,242,292, eredményeink klinikai relevanciája még szembetőnıbb. 
A vizsgálatok egy részében a PACAP NFC-ra gyakorolt jótékony hatásának 
elmaradása megerısíti azokat a megfigyeléseket, amelyek szerint az IAT és az NFC részben 
különbözı axon-populációkat érint148,259, és kialakulásukban részben különbözı 
mechanizmusok játszanak szerepet. Az IAT-ra gyakorolt PACAP-hatás elmaradása az MLF 
területén valószínőleg annak tudható be, hogy az MLF-ben a statisztikai szignifikanciát 
negatívan befolyásolja a jóval kisebb sérült axon-szám, illetve az MLF területén a traumát 
követıen 2 órával az NFC-t mutató károsodott axon-profilok dominálnak. Természetesen az 




axon/mm2) alakulása a 
vizsgált anatómiai 
régiókban.  
Az állatok a centrális 
folyadék perkussziós 
trauma modellben a 
trauma után 30 perccel 
icv. vivıanyagot vagy 
100µg PACAP-ot kaptak, 
a túlélési idı 2 óra volt. 




csökkent (csillag).  
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sem zárható ki teljességgel, hogy az MLF területén elhelyezkedı, két órával a trauma után 
fıként NFC-t mutató, döntıen szenzoros információt közvetítı rostokban ébredı 
kórfolyamatokat a PACAP kevésbé befolyásolja. 
 
VII. A diffúz axonális károsodás kísérletes terápiás befolyásolása III.: az apoptoticus 
folyamatokat gátló PARP-inhibitor L-2286 hatásának elemzése szövettani módszerekkel 
valamint magatartási tesztekben. 
 
Korábbi vizsgálatainkkal igazoltuk, hogy a DAI kialakulásában az axonban található 
mitochondriumok károsodásának kulcs szerepe lehet, s azt is bizonyítottuk, hogy a 
mitochondriumok szerkezeti épségének megırzésével illetve a lokális energia-homeosztázis 
más módon (terápiás hypothermia) történı fenntartásával a diffúz axonkárosodás mértéke 
csökkenthetı. 
E tanulmányok és a bevezetıben részletezett, a PARP-gátlás neuroprotektív hatására 
vonatkozó megfigyelések alapján azt vizsgáltuk, hogy a Pécsi Egyetemen kifejlesztett és 
számos kísérleti modellben bizonyítottan hatékony PARP inhibitor, az L-2286 alkalmazása 
képes-e a DAI gátlására, és az esetlegesen megfigyelhetı kvalitatív és kvantitatív axon-
szerkezeti változásokkal egyidejőleg a lokomotoros-, illetve alapvetı sztereotip magatartási 
teljesítmény javulását is eredményezi-e? 
Kísérleteink bevezetéseként a CSpT területén kimutatott APP-IR axonszakaszok 
denzitásának kvantitatív elemzésével kidogoztuk az L-2286 axonkárosodás gátlására 
vonatkozó dózis-hatásgörbéjét (7. táblázat). Vizsgálatainkkal megállapítottuk, hogy a 10 µg 
dózisban 30 perccel az impact akcelerációs koponyasérülés után intracerebroventriculárisan 
adott L-2286 a két órával a koponyasérülést követıen elvégzett szövettani feldolgozás 
tanúsága szerint semmi nemő hatást nem fejtett ki a károsodott axonok denzitására, míg 50 µg 
dózis esetén, bár csökkent denzitásuk, de a hatás nem bizonyult szignifikánsnak; végül a 
szignifikáns axon-protektív hatást 100 µg L-2286 alkalmazásával sikerült elérni. 
 
7. táblázat. Az L-2286 axon-védelemre vonatkozó dózis-hatásgörbéjének felállítása. 
 vivıanyag 10 g 50 g 100 g 
denzitás 345.61±41.56 348.09±13.08 255.58±10.72 87.61±8.86 
p érték  ns ns <0.01 (**) 
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A fenti kísérletben kiválasztott adagolással (100 µg bolus, sztereotaxiás alkalmazással, icv 
adva) az L-2286 szignifikánsan csökkentette a CSpT területén mind az RMO-14, mind pedig 
az APP-IR axonszakaszok denzitását (34. ábra). Ez a hatás az MLF-ben is szignifikáns volt, 
ugyanakkor az RMO-14-IR axonok esetében a 30 perccel trauma után adott szer 
szignifikánsan kisebb mértékben csökkentette a károsodott, immunreaktív axonok denzitását, 
mint a sérülés után közvetlenül beadott L-2286 (8. táblázat). 
 
8. táblázat. Az L-2286 hatása az axonkárosodás markereivel jelölt, sérült axonok denzitás-értékére ((IR-axon/mm2) 












CSpT 345.61±41.56 72.50±8.54 p<0.01 87.61±8.86 p<0.01  
MLF 285.33±48.90 45.59±4.09 p<0.01 71.17±7.23 p<0.01  












CSpT 88.29±6.55 5.56±2.98 p<0.01 45.81±5.04 p<0.01  
MLF 131.66±21.39 16.01±3.04 p<0.01 42.92±2.3 p<0.01  
 
A magatartás vizsgálatok során az egyensúlyozás (beam balance) teszt eredményeinek 
értékelésekor az ál-operált állatok esetében motoros/magatartási változást nem tapasztaltunk; 
a teszt során a vivıanyaggal kezelt állatok nyújtották a legrosszabb motoros teljesítményt.  
Az L-2286 mindkét (azonnali posttraumás-, illetve 30 perccel a sérülés után adott) 
alkalmazása esetén javította a rúdon való egyensúlyozás képességét; közvetlenül trauma után 
adva ez az elsı órában szignifikánsnak adódott, késıbbi ellenırzés során a szignifikancia 
azonban nem volt észlelhetı, s az állatok nem érték el a maximális adható pontértéket a 
vizsgált hét napos periódusban. A 30 perccel trauma után alkalmazott szer hatására a 
vivıanyag kezelt állatokhoz képest minden vizsgált idıpontban szignifikánsan jobb 
teljesítményt észleltünk (9. táblázat). 




9. táblázat. A magatartás-vizsgálatok statisztikai elemzésének összegzése. 













1ó 1 6 p<0.001 3.8±0.58 p<0.05 4.8±0.2 ns 
1 nap 1 5.6±0.24 p<0.001 3.4±0.4 ns 2.6±0.24 p<0.01 
2 nap 1 4.8±0.2 p<0.001 3±0.55 ns 2.4±0.24 p<0.05 
3 nap 1 5.2±0.2 p<0.001 2.6±0.6 ns 1.4±0.24 p<0.01 
4 nap 1 4 p<0.001 2±0.55 ns 1 p<0.01 
5 nap 1 3.8±0.2 p<0.001 2.2±0.73 ns 1 p<0.01 
6 nap 1 3±0.32 p<0.001 2±0.55 ns 1 p<0.01 
7 nap 1 2.2±0.22 p<0.001 1.6±0.67 ns 1 p< 0.05 
Open-field        
Keresztezés 117.4±2.77 75.8±6.09 p<0.001 98.4±11.45 ns 90±15.99 ns 
Szırtisztítás 33±3.61 19.8±1.39 p<0.001 28.6±2.5 ns 30.6±4.37 p<0.05  
Ágaskodás 1.4±0.93 1.2±0.97 ns 0.6±0.24 ns 1.2±0.73 ns 
Elevated plus-maze        
Nyitott karba behajolás 6±1.58 10.4±0.51 p<0.05 7±1.13 p<0.05  6.6±1.21 p<0.05  
Nyitott karba belépés 4.4±1.21 2.6±0.87 ns 3.6±0.26 ns 3.2±0.66 ns 
Nyitott karban töltött idı 
(mp.) 
46.8±10.17 1.6±0.98 p<0.01 78.8±2.11 <0.01  68±13.67 0.01 
Zárt karban töltött idı (mp.) 253.2±10.17 298.4±0.98 p<0.01 221±2.11 <0.01  232.2±13.67 0.01  
Szırtisztítás zárt karban 17.6±0.98 12.6±0.51 p<0.01 12.2±1.18 ns 15.4±2.16 ns 
 
A szorongási szintet és a motoros teljesítményt is mérı porond (“open field”) tesztek 
során a vivıanyag-kezelt állatok motoros tevékenysége az ál-operáltakéhoz képest 
szignifikánsan visszaesett. Az azonnal trauma után kezelt állatokban javulás nem volt 
észlelhetı, míg a 30 perccel késıbb kezeltekben kizárólag a szırtisztítás (grooming) 
számában volt szignifikáns javulás (9. táblázat). 
Az emelt keresztpalló vizsgálatokban a vivıanyag kezelt állatok “féltek” a nem 
biztonságos területen tartózkodni; a vivıanyag kezelt illetve ál-operált állatok közt 
szignifikáns különbség volt a nyitott karba benézés, a nyitott karban töltött idı, a zárt karban 
töltött idı illetve a zárt karban végzett szırtisztítás ideje közt. Az L-2286 kezelt állatok 
szorongási szintje szignifikánsan alacsonyabbnak adódott, mint a vivıanyag kezelteké: 
szignifikánsan több idıt töltöttek a nyitott-, és kevesebbet a zárt karban. 
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A közvetlenül trauma után kezelt állatok az ál-operáltakhoz képest is –bár nem 
szignifikánsan- több idıt töltöttek a nyitott karokban. A vivıanyaggal kezelt állatok és a 30 
perccel a trauma után kezeltek között a nyitott karba benézések száma, a nyitott karokban és a 
zárt karokban eltöltött idıtartam vonatkozásában volt szignifikáns eltérés. 
 
Következtetések 
A Marmarou-féle impakt akcelerációs modell okozta diffúz agy-szerkezeti károsodás korábbi 
vizsgálatok szerint egyúttal a motoros és magatartási/kognitív funkciók károsodását is 
eredményezi102,285. A DAI korábban részletezett kórfolyamatai közül a neurofilament 
kompaktációt és az axoplazmaticus transzport zavarát jelzı IHC marker alkalmazásával 
vizsgáltuk a PARP-inhibitor L-2286 hatékonyságát. A vizsgálatok eredménye igazolta, hogy 
mindkét marker alapján szignifikánsan csökkent az axonkárosodás mértéke a motoros 
pályarendszert reprezentáló medulláris pyramisban a CSpT illetve a vastagabb, döntıen 
szenzoros információt közvetítı MLF-rostokban. 
 
Az APP-IR és RMO-14-IR axonok denzitásának eltérı mértékő csökkenése ismét –közvetett- 
megerısítését adta annak a megfigyelésnek, hogy az axonkárosodás heterogén jelenség, mely 
nem minden tengelyfonatban jelenti ugyanazon kórfolyamatok aktiválódását148,259.  
Ez a megfigyelés ismét alátámasztja, hogy az igazságügyi orvostani gyakorlatban évtizedek 
óta a DAI egyedüli markerének tartott APP-kimutatása messze alulbecsülheti a károsodott 
axonok számát, sıt, esetleges téves negatív véleményre is vezethet. 
34. ábra. APP-IR axonszakaszok a 
a CSpT-ben vivıanyag (A) illetve  
PARP-inhibitor kezelt állatban (B).  
(IA-koponyasérülés, két órával a 
trauma után történt IHC-
feldolgozás). 
Az L-2286 kezelt illetve vivıanyagot 
kapott állatok axon-morfológiája 
nem tér el, szembeötlı ugyanakkor 
a jelentısen csökkent axon-denzitás 
a PARP-inhibitort kapott állat 
esetében. 
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A funkcionális kimenetelt értékelı magatartási vizsgálataink eredményét összegezve 
megállapítható, hogy a diffúz axonális sérülés kiváltására alkalmazott állatkísérletes 
modellben, amely elsısorban a motoros rendszert károsítja, a PARP-inhibitorral történı 
utókezelés képes javítani a trauma következtében károsodott motoros teljesítményt 
(egyensúlyozás, spontán lokomotoros aktivitás), és nagymértékben csökkenteni a trauma után 
kialakuló szorongás szintjét (sztereotip magatartások száma, nyitott karokban töltött idı a 
keresztpalló tesztben), azaz összességében javítja a trauma utáni funkcionális kimenetelt. 
Az, hogy a PARP-inhibitor e pozitív hatását kizárólag a DAI gátlása útján fejti-e ki, 
avagy ebben szerepet játszhat a Marmarou-féle IA koponyatrauma modellben Farkas, Lifshitz 
és mások vizsgálataival igazolt diffúz neurális károsodás kivédése is58, 117, 138, jelen 
vizsgálatainkkal nem megválaszolható. E kérdés részletes elemzéséhez indokoltak további, 
például laterális folyadék-perkussziós modellben végzett vizsgálatok, ahol a PARP-inhibitor 
fokális károsodásra gyakorolt hatását is elemezhetjük.  
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5. ÖSSZEFOGLALÁS ÉS GYAKORLATI JELENTİSÉG  
 
Eredményeink a koponyasérülés kiváltotta diffúz axonkárosodás kóreredetének 
megértését, patobiologiai ésszerőséggel megalapozott kísérletes és klinikai 
gyógyeljárások kifejlesztését, az agysérülés klinikai monitorozását és kimenetelének 
megítélését szolgáló biomarker panel és prognosztikai rendszer kidolgozását szolgálták. 
Azonosítottuk a trauma kiváltotta diffúz axonkárosodás fehérjebontó 
folyamatait, köztük nem ismert, elvi jelentıségő, apoptotikus-nekrotikus 
enzimkapcsolatot tárva fel. 
Évtizedes alapkutatási munka eredményeként alkalmazott klinikai kutatásokat 
indítottunk el (proteolytikus biomarkerek) illetve klinikai fázisba került 
gyógyszerkísérletek elvi alapjait raktuk le (cyclosporin-A). 
A munkának otthont adó neuropatologiai laboratóriumban nemzetközileg 
elfogadott neurotrauma-modelleken, korszerő monitorozási feltételek közt végzett 
ígéretes kísérletes terápiás vizsgálatok nemcsak az axonkárosodás kórfolyamatának 
megértését segítették elı, de új fejezetet nyithatnak a különbözı súlyosságú diffúz 
axonkárosodás kezelésében is. 
A Pécsi Súlyos Koponyasérült Adatbázissal az Országban egyedülálló, az ellátási 
protokollok auditálásától a prognosztikai faktorok meghatározásán át a sérültek 
kognitív, endokrinológiai követésére, alkalmazott klinikai kutatások folytatására 
alkalmas rendszert dolgoztunk ki. 
 
A „Célkitőzések” szerint részletezve (zárójelben az értekezés alapjául szolgáló 
közlemények hivatkozási száma /ld:6.3./): 
 
1., Fény- és elektronmikroszkópos IHC bizonyítékot szolgáltattunk arra a régi feltevésre, 
hogy a DAI kórfolyamatában a strukturális fehérjéket bontó cisztein proteáz, a calpain 
aktiválódik (1, 2, 3, 4). 
 
2., Peroxidáz alapú IHC vizsgálatainkkal a confocális mikroszkópos módszerek elterjedése 
elıtt elsıként írtuk le a calpain aktiválódás térbeli, idıbeli sajátosságait.  Igazoltuk, hogy a 
DAI folyamatában a fent hivatkozott fehérjebontó folyamatok nem „minden vagy semmi” 
jellegő, irreverzibilis aktiválódást mutatnak, hanem idıben és az axon-cylinderen belül 
               dc_14_10
 99 
ultrastrukturálisan is jól meghatározott, „kompartmentalizált” forgatókönyv szerint zajlik a 
proteolízis.  
A kompartmentalizáció illetve az elhúzódó enzim-aktiválódás új terápiás célpontként 
azonosította a calpain-mediálta fehérjebontás folyamatát (1, 2, 3). 
 
3., Fény- és elektronmikroszkópos kettıs jelöléses vizsgálataink az elsık, melyek a trauma 
hatására károsodott axon-szegmentumokban a Ca2+-indukálta, calpain-mediálta spectrin-
fehérje lebontás és a diffúz axonkárosodás klasszikus markereinek, azaz az axoplazmatikus 
transzport zavarát mutató APP akkumulációnak és a neurofilamentumok kompaktálódásának 
kolokalizációját igazolták, a citoszkeletális elváltozásokkal kapcsolatos tér- és idıbeli 
viszonyát feltárták (1, 2, 3). 
 
4., A peroxidáz- alapú, azaz elektronmikroszkópiára jól konvertálható, de fénymikroszkópos 
vizsgálatok során körülményesen használható-, illetve az elektronmikroszóposan nem 
megközelíthetı, de fluoreszcens mikroszkópban látványos kettıs jelölési technikák illetve a 
tyramide jel-felerısítési módszer (TSA) elınyeit ötvözı szövettani technikát dolgoztunk ki.  
E folyamat során sikerült egyúttal a TSA-technika költséghatékonyabb, megbízhatóbb, jobb 
jel/zaj (specifikus/háttér-festés) arányát is biztosítani.  
Vizsgálataink további bizonyítékot szolgáltattak a calpain-mediált spectrin fehérjebontás és a 
neurofilament-kompaktáció kapcsolatára vonatkozó korábbi fény- és elektronmikroszkópos 
megfigyeléseink alátámasztásához (3). 
 
5., Fény- és elektronmikroszkópos IHC vizsgálatokkal, az extra-mitochondriálisan 
elhelyezkedı cytochrome-c kimutatásával elsıként igazoltuk, hogy a DAI kialakulása során 
észlelt mitochondrium károsodás cytochrome-c felszabadulással jár együtt.  
Ugyancsak elıször szolgáltattunk fénymikroszkópos és finomszerkezeti bizonyítékot a 
cytochrome-c felszabadulással közvetlen kapcsolatba hozható caspase aktiválódásra diffúz 
agysérülés kísérletes modelljében károsodott axonokban (4,5). 
 
6., Fluorescens kettıs-jelölési technikák alkalmazásával a confocális technika elterjedése elıtt 
igazoltuk, hogy a Ca2+-indukált, calpain-mediált spectrin-proteolysis és a mitochondriális 
károsodás hatására kialakuló cyto-c felszabadulás azonos axonszakaszokban kolokalizált 
jelenség, s ezzel igazoltuk azt a feltevést, hogy a calpain-mediálta fehérjebontó folyamatok 
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közvetve (lokális Ca2+ beáramlás fokozása) vagy közvetlenül (MTP spectrin komponensének 
emésztése) szerepet játszhatnak a mitochondriális károsodás kialakulásában.  
A fenti módszertannal azt is megállapítottuk, hogy a cytochrome-c felszabadulás és a caspase-
3-mediált fehérjebontás egyazon károsodott axon szakaszban egyidejőleg fordul elı, igazolva, 
hogy az apoptoticus enzim aktiválódásának feltétele és vélhetıen oka a mitochondriális 
károsodás hatására kialakuló cyto-c felszabadulás.  
A caspase-3 aktivált formája elleni antitest és a caspase által a spectrinbıl kihasított kézjegy 
fehérje egyazon axon-locusban történı kimutatásával elsıként értük tetten tengelyfonatokban 
az apoptózis végrehajtó enzimjének aktiválódását, bizonyítékot szolgáltatva az irreverzibilis 
axonális károsodás feltételeinek kialakulására.  
A mitochondriális károsodásra vonatkozó megfigyeléseink és korábbi kísérletes terápiás 
vizsgálataink megalapozták a cyclosporin-A klinikai kipróbálását súlyos koponyasérülést 
szenvedett betegeken (4, 5). 
 
7., A fluorescens kettıs-jelölési technikák alkalmazásával, és „kézjegy”-fehérjék 
kimutatásával elıször igazoltuk, hogy a két cisztein proteáz enzim, a nekrotikus folyamatok 
„végrehajtója” a calpain és az apoptotikus kaszkád végsı enzime, a caspase-3 egyazon 
axonokban aktiválódik. A fentiekben összegzett folyamatok és a caspase aktiválódásra 
vonatkozó elektronmikroszkópos megfigyelések alapján megállapítottuk, hogy a DAI 
kórfolyamatában a caspase aktiválódása képezheti az irreverzibilis fázist, a „point of no 
return”-t (4, 5, 6).  
 
8., Elızetes vizsgálatainkkal elsıként tisztáztuk, hogy a diffúz koponya-agysérülés kísérletes 
modelljében kialakuló axonális károsodás az azt kiváltó mechanikai energiával és a sérülés 
után eltelt idıvel arányos, ugyanakkor a károsodott axonok morfológiai és immunfestési 
tulajdonságaiban érdemi különbség nincs (7).   
 
9., A diffúz koponya-agysérülés gyorsuláson- lassuláson alapuló kísérletes modelljében tett 
felfedezésünk szerint az agytörzsi axonkárosodás mellett kiterjedt, a gerincvelı távoli 
szakaszain észlelhetı axonális sérülés is fellép, mely magyarázatot adhat az e modellben 
észlelhetı motoros károsodás egy részére.  
Az eredmények felvetik a gerincvelı elemzésének fontosságát bántalmazott gyermek-
szindróma esetén és új adatokkal szolgálnak a spondylotikus myelopathia illetve a centrális 
gerincvelı syndroma kialakulására vonatkozóan is (8). 
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10., A fenti vizsgálatokkal elsıként írtuk le részletesen a gerincvelıben koponyasérülés 
hatására létrejövı DAI jelenségét, és a sérülést kiváltó mechanikai energiával valamint a 
sérüléstıl eltelt idıvel történı összefüggését.   
Megállapítottuk, hogy az IA koponyatrauma modellben a koponyasérülés súlyosságával és a 
sérüléstıl eltelt idıvel arányos mértékő DAI jön létre a gerincvelıben.  
Azt is igazoltuk, hogy a kísérleti állaton detektálható érdemi neurológiai illetve fiziológiai 
változásokkal nem járó súlyosságú koponyatrauma is képes jelentıs mértékő diffúz 
axonkárosodás kiváltására.  
E megfigyelésünkkel kísérletes körülmények között biztosítottunk patobiológiai bizonyítékot 
az emberben minimális fejsérülés mellett létrejövı post-traumás tünet együttes hátterében 
képalkotó vizsgálatokkal felvetett DAI fennállására (8). 
 
11., Alapkutatási vizsgálataink eredményei alapján kezdett agyvíz győjtéssel és elemzéssel 
igazoltuk és emberben elsıként írtuk le azt, hogy a spectrin nevő agyi struktúrfehérje és 
lebontási termékei az agyvízben baleseti agysérülés hatására kimutathatók. 
Ugyancsak elsıként igazoltuk, hogy e jelenség nem csupán az emelkedett intracraniális 
nyomástól függ, illetve leírtuk a spectrin és lebontási termékei agykamrában történı 
megjelenésének idıbeni lefolyását.  
Vizsgálataink alapján a súlyos koponyasérültek neuro-intenzív monitorozásában potenciálisan 
hasznosítható, a terápia személyre szabását elısegítı biomarker család azonosítására nyílhat 
lehetıség; e feltételezést nemzetközi kollaborációban vizsgáljuk tovább (9, 10, 11, 12, 13, 
16). 
 
12., A Pécsi Súlyos Koponyasérült Adatbázis létrehozásával országosan egyedülálló ellátás-
auditálási és beteg-követési rendszert alapoztunk meg. 
Az adatbázis elemzésével a koponyasérülés kimenetelére vonatkozó prognosztikai faktorokat 
azonosítottunk és igazoltuk, hogy a felvételi CT képek digitális elemzésével a kimenetelt 
elıre jelzı adatok nyerhetık, melyek jóval pontosabbak, mint a korábban használt 
filmfelvétel-alapú becslések.  
Azt is igazoltuk, hogy a nemzetközi gyakorlatban használatos, CT-alapú prognosztikai 
rendszerek pontossága jelentısen növelhetı további CT-anatómiai jellemzık valamint 
demográfiai adatok csatolásával (13, 14, 15, 16). 
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13., Elsıként igazoltuk, hogy a szelektív calpain inhibitor MDL-28170 alkalmazásával az 
axonkárosodás markereivel jelölt, DAI morfológiai jeleit mutató axonok elıfordulása 
szignifikánsan csökkenthetı (17). 
 
14., Megállapítottuk, hogy az MDL-28170 trauma elıtt adva a CSpT területén gátolja az 
axolemma trauma hatására kialakult permeabilitási zavarának súlyosbodását illetve 
tovaterjedését. Vizsgálataink ismét megerısítették az axolemma mechanoporációjának 
jelenségét illetve elsıként igazolták, hogy a permeabilitási zavarok, legalábbis részben, 
visszaszoríthatók a calpain aktiváció gátlása útján (18).   
 
15., Vizsgálataink során megállapítottuk, hogy a más központi idegrendszeri elváltozásokban 
bevált PACAP adagolás (dózis illetve út) hatástalan a DAI esetében.  
Feltérképeztük az icv. adott PACAP axon károsodás-gátlásra vonatkozó dózis- hatás-görbéjét 
és igazoltuk annak jótékony hatását, közvetlenül a sérülés után adva. 
Ezek voltak az elsı vizsgálatok, melyek a PACAP diffúz agysérülésben, axonkárosodában 
feltételezhetı neuroprotektív szerepét igazolták (19). 
 
16., A PACAP illetve analógjai esetleges klinikai kipróbálásának alapfeltételét biztosítandó, 
meghatároztuk az axonkárosodás gátlására vonatkozó terápiás ablakot, mely legalább egy 
órának adódott, ami az axonkárosodás kivédésére vonatkozó állatkísérletes vizsgálatokban 
kifejezetten hosszúnak számít, s ez a késıbbi eredményes klinikai kipróbálás elıfeltétele lehet 
(20). 
 
17., A PACAP illetve analógjai klinikai kipróbálásának további alapfeltételként igazoltuk, 
hogy más diffúz agysérülési modellben is képes az axonkárosodás kivédésére.  
Elsıként vizsgáltuk és igazoltuk, hogy a PACAP folyadék perkussziós koponyasérülési 
modellben kivédi az axoplazmaticus transzport-zavar kialakulását. 
Vizsgálataink ismételten rávilágítottak a diffúz axonális károsodást elıidézı kórfolyamatok 
sokszínőségére és felhívták a figyelmet arra, hogy az igazságügyi orvostani gyakorlatban a 
DAI markereként használt APP-IHC nem képes az axonkárosodás teljes spektrumának 
kimutatására (21).  
 
18., Vizsgálatainkkal meghatároztuk a PARP-inhibitor L-2286 axonkárosodás kivédésére 
vonatkozó dózis-hatás görbéjét.  
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Elsıként igazoltuk, hogy a PARP-inhibitor L-2286 szignifikánsan csökkenti a DAI mértékét, 
és egyúttal arra is bizonyítékot szolgáltattunk, hogy ez az axono-protektív hatás a funkcionális 
kimenetel javításában is megnyilvánul, amennyiben a PARP-inhibitor kezelt állatok koponya-
agysérülés utáni motoros aktivitása és szorongási szintje szignifikáns javulást mutat a 
kontrollokéhoz képest. 
Eredményeink ismételten igazolják, hogy a diffúz agysérülés kórfolyamatában az energia 
háztartás helyreállítása illetve a lokális energia háztartás fenntartása kulcsszerepet játszhat 
(22). 
 




6.1. Az összes közlemény összesített impakt faktora:   64,765 
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